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Elprograma de monografías cientificases una faceta do la vasta la- 
bor de la Organización de los Estados Americanos, a cargo del Depar- 
tamento de Asuntos Cientificos de la Secretaría General de dicha 
Organización, a cuyo financiamiento contribuye en forma importante el 
Programa Regional de Desarrollo Cientifico y Tecnológico. 


Concebido por los Jefes de Estado Americanos en su Reunión cele- 
brada en Punta del Este, Uruguay, en 1967, y cristalizado en las deli- 
beraciones y mandatos de la Quinta Reunión del Consejo Interamericano 
Cultural, llevada a cabo en Maracay, Venezuela, en 1968, el Programa 
Regional de Desarrollo Científico y Tecnológico es la expresión de las 
aspiraciones preconizadas por los Jefes de Estado Americanos en el 
sentido de poner la ciencia y la tecnología al servicio de los pueblos 
latinoamericanos, 


Demostrando gran visión, dichos dignatarios reconocieron que la 
ciencia y la tecnología están transformando la estructura económica y 
social de muchas naciones y que, en esta hora, por ser instrumento in- 
dispensable de progreso en América Latina, necesitan un impulso sin 
precedentes. 


El Programa Regional do Desarrollo Científico y Tecnológico es un 
complemento de los esfuerzos nacionales de los países latinoamericanos 
y se orienta hacia la adopción de medidas que permitan el fomento de la 
investigación, la enseñanza y la difusión de la ciencia y la tecnología; la 
formación y perfeccionamiento de personal científico; el intercambio de 
informaciones, y la transferencia y adaptación a los paises latinoame- 
ricanos del conocimiento y las tecnologřas generadas en otras regiones, 


En el cumplimiento de estas premisas fundamentales, el programa 
de monografías representa una contribución directa a la enseñanza de las 
ciencias en niveles educativos que abarcan importantísimos sectores de 
Ja población y, al mismo tiempo, propugna la difusión del saber científico. 


La colección de monografías científicas consta de cuatro series, en 
español y portugués, sobre temas de ffsica, química, biología y mate- 
mática. Desde sus comienzos, estas obras se destinaron a profesores 
y alumnos de ciencias de los primeros años de la universidad; de estos 
se tiene ya testimonio de su buena acogida, 


Esta introducción brinda al Programa Regional de Desarrollo Сіепії- 
fico y Tecnológico de la Secretaría General de la Organización de los 
Estados Americanos la ocasión de agradecer al doctor Manuel Rieber 
autor de esta monografía, y a quienes tengan el interés y buena volun- 
tad de contribuir a su divulgación. 
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INTRODUCCIÓN 


La transformación maligna es la manifestación que afecta a orga- 
nismos y sistemas multicelulares, determinando la alteración de fun- 
ciones reguladoras, que pueden llevar hien a una modificación de los 
mecanismos de diferenciación, о a vna multiplicación no controlada de 
ciertas células, no sólo en sus órganos de origen, sino también en 


otros órganos que pueden ser metastatizados o sea invadidos por las 
células malignas, 


La pérdida de diferenciación a la cual se alude puede entenderse co- 
mo la pérdida quizás reversible, o por lo general permanente, de la 
memoria de las células u órganos respecto a la síntesis de las proteínas 
características de los Órganos adultos de los cuales forman parte, En 
algunos casos de transformación maligna, en que los sistemas celula- 
res demuestran su incapacidad de sintetizar proteínas típicas del osta- 
do diferenciado adulto, se puede observar la presencia de proteínas tř- 
picas del estado fetal menos diferenciado 


Podría hacerse una simplificación del problema del cáncer y la 
transformación maligna basada en los modelos que existen en sistemas 
unicelulares microbianos, diciendo que las alteraciones celulares du- 
rante el proceso de desdiferenciación ocurren debido a alteraciones en 
el procesamiento de material genético, tal como las que determinan las 
situaciones de inducción o represión en sistemas unicelulares (Jacob y 
Monod, 1961), Sin embargo, una de las razones principales que impi- 
de la simple extrapolación de las teorías de inducción y represión de 
Jacob y Monod previstas respecto a sistemas unicelulares, como la 
bacteria Escherichia coli, es que durante la transformación maligna y 
a causa de los hechos que la preceden, juega un papel fundamental Ja 
organización comunitaria intercelular y la sociología celular, según la 
cual la respuesta de una célula a undeterminado metabolito depende no 
sólo del metabolito en cuestión, sinode la vecindad o contacto con otras 
células circundantes a la célula objeto de estudio. 


En otras palabras, es fandamental el concepto de que la transfor- 
mación maligna no es una alteración única o exclusiva de una célula, 
sino que más bien afecta la interacción o relación de las células malig- 
nas con sus vecinas. Una vez que sistemas multicelulares experimen- 
tan la transformación maligna es posible que se establezca el cáncer o 
tumor, si las defensas del organismo huésped así lo permiten 


La presente monografía intenta describir diversos aspectos que per- 
miten comprender cómo sistemas celulares de organismos superiores 
son capaces de poner en juego sus procesos de regulación. La pri- 
mera parte de la monografía se refiere a la complejidad genética y 
la forma de manifestación de los procesos de regulación genómica, in- 
cluyendo detalles acerca de las enzimas que participan en la síntesis 


del ADN y del ARN, tanto en sitnaciones normales como en los casos 
donde ocurre expresión de transformación maligna. Subsiguientemen- 
te, se introducen aquellos aspectos de las alteraciones de la membra- 
na externa, vinculados a procesos de control de proliferación, donde 
también se destaca е! muy importante papel de los nucleótidos cíclicos 
como reguladores del crecimiento. Finalmente, se ofrece una breve 
discusión acerca de la interesante posibilidad de que probables factores 
previrales, causantes de cáncer enanimales y humanos, existan on for- 
ma latente como oncogenes, y se examina también la posibilidad de que 
otros agentes virales coadyuven en el proceso de la tumorigénesis. En 
resumen, se ha tratado de presentar una introducción al intoresant 
probloma de la biología celular de la transformación maligna. 


1 


COMPLEJIDAD GENÉTICA DE LOS ORGANISMOS SUPERIORES 


Para tratar de entender la sucesión de eventos que llevan a una pro- 
liferaciön incontrolada, es preciso revisar algunos de los conceptos re- 
lativos al ciclo celular en las células eucarióticas. Estas células, en 
contraste con las microbianas, en las que es usual la multiplicación 
unicelular individual, poseen su material genético compartamentaliza- 
do y separado del resto del material intracelular, La estructura que 
permite el aislamiento del ADN (ácido desoxirribonucleico) eucariótico 
es la membrana nuclear, fácilmente detectable en fibroblastos anima- 
les o humanos. 


Otra peculiaridad que diferencia a las células eucariéticas de las 
microbianas cs su mayor complejidad genética, El ADN de procariotes, 
o células que carecon de una elaborada compartamentalización1ntra ce- 
lular, existe sobre todo como una molécula de secuencias únicas enes- 
tructuras circulares o lineales con repeticiones terminales. 


Considerando que el ADN de ©. of tiene un peso molecular de 
2,5 X 10", y el peso molecular aproximado de unnucleótida es del orden 
de 330, el genoma de ese microbio posce información genética еп 2,5x 10" 
unidades de pesomolecular/330, o sea en 3,8x 10” pares de nuclestidos 
Si so parte del requerimiento de un triplete de nucleótidos para cudifi- 
car un aminoácido (Allende, 1972), el ADN de E. colt tendría la posi- 
bilidad de codificar por secuencias de hasta 2, 4 x 10° aminoácidos. Por 
otra parte, las células humanas tienen un ADN cuyo peso molecular se 
estima en 1,5 x 10% por ADN haploide. Si se considera que Р. wi! tie- 
ne un solo cromosoma haploide y que el ser humano tiene 23, talobser- 
vación da idea de la considerable mayor complojidad del material gené- 
tico del ser humano en comparación con el de la E. voll у en general 
con el material genético de los microbios. 


ADN REPETITIVOS EN EUCARIOTES 


Al comparar la inducibilidad de proteínas, asícomo la capacidad de 
adaptación de microbios y eucariotes, se pone de manifiesto que no hay 
una clara mayor proporción de macromoléculas sintetizadas por orga- 
nismos eucarióticos, como podría esperarse del hecho de que las célu- 
las humanas tienen aproximadamente 1,5X 10'2/2,5 х 10” mayor Infor- 


mación genética que las células de 221. 


Tal situación permitió suponer a Britten y Kohne (1968) que en 
células humanas y en otros eucariotes buena parte de lainformación 
genética puede no estar dedicada a la transcripción de ARN (ácido гї- 
bonucleico) mensajero y a la síntesis de proteínas, como ocurre en 
procariotes, sino también a la modulación y regulación de actividad. 


Este concepto implica una heterogeneidad molecular en el ADN, en 
el sentido de que debieran existir moléculas de ADN funcional de se- 
cuencias únicas que determinarian la síntesis de proteínas funcionales, 
авї como ADN de secuencias menos específicas que pudiesen codificar 
por la acción de macromoléculas de función regulatoria general 


Britten y Коле (1968) realizaron experimentos de desnaturalizaclön 
y renaturalización de material genético, exponiendo el ADN a tempera- 
turas mayores de 60°C, y observaron que en tales condiciones se pro- 
piciaba un incremento en la absorción de disoluciones de ADN, dando el 
efecto de hipercromicidad que por logeneral va asociado con la desna- 
turalización del ADN. 


Poco después, estos mismos investigadores establecieron las con- 
diciones experimentales para medir la renaturalización del ADN a base 
de la readquisición de las propiedades de absorción de las moléculas de 
ADN en disolución, y lograron probar que el ADN de células de roedo- 
res y de bumanos posee una fracción que, una vez desnaturalizada, acu- 
sa una fuerte tendencia a la renaturalizaciön. 


Britten y Kohne atribuyeron este fenómeno a que las secuencias de 
mayor tendencia a la renaturalización existen varias veces repotidas 
en el genoma en cuestión. Los experimentos citados han sido confirma - 
dos por varios otros autores, y esto ha puesto de relieve la presencia 
de secuencias repetitivas en el ADN por medio de la velocidad relativa 
de renaturalización. Ésta depende de la concentración de cada se- 
cuencia de nucleótidos que se halla repetida, asf como del tiempo de 
incubación que permita la renaturalización, la cual está libre de inter- 
ferencia por parte de otras secuencias no homólogas que pueden estar 
presentes en el genoma. Por lo tanto, al estudiar el ADN total de eu- 
cariotes, se interpreta que la fracción del ADN que más temprano se 
ronaturaliza está constituida sobre todo de las secuencias más repeti- 
tivas, que en un determinado intervalo se renaturalizande 10 a 100 ve- 
ces más eficientemente que otras secuencias menos repetidas. 


Esta renaturalización del ADN repetitivo sigue una cinética bimo- 
lecular, puesto que la velocidad relativa depende de la concentración 
de las secuencias reaccionantes del ADN, gue se complementan en el 
proceso de renaturalización en condiciones adecuadas. De esta for- 
ma, si dos fragmentos А y Я integrados por secuencias de 100 nu- 
cleótidos difieren en su complejidad, siendo 2 10 veces más comple- 
jo que 4, В experimentará una tasa de renaturalización 10 veces 
menos eficiente que А. Por lo tanto, en idénticas condiciones de 
concentración, el fragmento 4 va a experimentar un 50% de renatu- 
ralización en una décima parte del tiempo que el fragmento £. 


Sin embargo, ambos fragmentos, А y 2, pueden renaturalizarse а 
la misma tasa relativa si el fragmento 3 (10 veces más complejo) se 
usa a una concentración inicial 10 veces mayor que la del fragmento4. 
Por lo tanto, es evidente que la concentración inicial del ADN y el 
tiempo requerido para lograr un 50% de renaturalización son factores 
indicativos de la complejidad genómica. 


Por tal razón, se ha sugerido el producto Co х {$ para expresar los 
datos cinéticos de renaturalización del ADN, en donde Co es la concen- 


tración inicial del ADN, y 13 el tiempo requerido para lograr un 50% de 
renaturalizaciön. El producto Со х t en un ADN será proporcional al 
tamaño de éste siempre y cuando ese ADN esté enteramente compues- 
to por secuencias únicas, no repetidas, Sinembargo, sielgenoma está 
compuesto por muchas copias de una secuencia repetida, cl ADN en 
cuestión exhibirá un valor Co x ¿$ claramente menor del que se pueda 
predecir respecto a la cantidad y complejidad aparente de ese ADN. Los 
casos en donde se cumple la proporcionalidad entre tamaño del mate- 
rial genético у Co x tÈ son en la bacteria Е. 2011, en el bacteriöfago 
T4 y en los polímeros sintéticos poli U y poli A (Britten y Kohne, 1968). 


En virtud de lo antes expuesto, es posible demostrar mediante ex- 
perimentos de desnaturalización y renaturalización y por cálculos de 
los valores relativos de Co xX t$ que el ADN cromosomal es heterogéneo 
en lo que atañe a la presencia de secuencias aparentemente repetidas 
de rápida renaturalización. Estematerial, más fácilmente renaturali- 
zable, se puede separar por ultracentrifugación о por cromatografía en 
columna y da lugar а una pequeña porción de ADN denominada satélite. 
En particular, se han usado estos criterios para estudiar cuándo, du- 
rante la fase de síntesis del ADN, ocurre la producción del material 
genético satélite. 


En efecto, Smith (1970) ha demostrado que on células de ratón infoc- 
tadas con virus polioma, la síntesis del ADN satélite precede de 60 a 
90 minutos a la síntesis del resto del ADN. Sin embargo, tal observa- 
ción quizás sea propia del resultado de la interacción virus polioma- 
células de ratón y en ese caso sería de interés saber si es extrapolable 
а otros sistemas. 


En tal sentido no parece que las secuencias repetidas del ADN estén 
sólo involucradas en la iniciación o la terminación de la síntesis del 
ADN, ya que en el linfoma de ratón tales secuencias se replican mäs 
tardíamente (В. Smith, comunicación personal, 1973), lo cual hace pen- 
sar que el tiempo de replicación de secuencias repetidas no ocurra siem- 
pre en un mismo período específico sino que pueda depender de la es- 
pecie o grado de ferenciacién de la célula o si ésta coexiste en una 
determinada relación huésped-virus. 


Hace poco (1971), Crick postuló un modelo general de la estructura 
de Jos cromosomas de organismos superiores. Según este modelo, el 
ADN cromosomal existe en dos formas distintas: a) el globular, en el 
cual es posible detectar regiones noapareadas, alternado con porciones 
estiradas que están apareadas. Estas regiones globulares actuarían co- 
mo control en organismos superiores, previa interacción con proteínas 
cromosomales, las que dentro de su estructura proveen la cavidad donde 
puede interaccionar ese ADN noapareado: b)el fibroso, en menor can- 
tidad, que es el único que sf codifica la síntesis de proteínas, aun cuan- 
do también puede estar rodeado de proteínas nucleares. La implicación 
del modelo de Crick es clara: sólo ciertas regiones, quizás minorita- 
rias, del ADN cromosomal participan en el proceso de transcripción y 
traducción del mensaje genético funcional. 


CONTROL DE LA ACTIVIDAD GENÓMICA 


Los cromosomas en metafase demuestran una escasa actividad de 
síntesis del ARN cuando se ensayan in vitro. Tal propiedad no resulta 


mejorada рог la adición de cantidades adicionales de ARN palımerasa, 
por loque parece deberse а la incapacidad de los cromosomas condensa- 
dos de interaccionar con la enzima en cuestión. Las regiones cromo- 
somales más densas se denominan heremvrmäticae, у se caracterizan 
por la escasa capacidad de demostrar incorporación de precursores, 
comp los ribonucleótidos trifosfatos, en ARN. Sin embargo, se detec- 
ta una clara mayor actividadde síntesis del ARN en porciones cromoso- 
males menos condensadas, denominadas cucroráticas. Por tratamien- 
to con tripsina y otras enzimas proteolíticas se puede eliminar la 
represión que normalmente suele existir en fracciones de heterocroma- 
tina condensada para la síntesis del ARN, y esto sugiere que los repre- 
sores dela actividad biosintética cromosomal son de naturaleza proteica, 


La activación genómica para la transcripción del ARN que resulta 
del tratamiento proteolítico de la cromatina y subsiguiente uso de ARN 
polimerasa exógena puede ser abolida por la adición de histonas, que 
son proteínas con carga positiva neta y ricas en aminoácidos, cornoar- 
ginina y lisina, Huang y Bonner (1902) ubservaron que la adición da 
histonas determinaba una represión de la transcripción del ADN Ir 
tra, así como un enrollamiento ("сї гї") del material genético. 


Estudios hechos en diversos tipos de células demostraron que las 
histonas están presentes en los núcleos de todas las células outa- 
rióticas, pero ausentes de sisternas procariöticos. Otros experimen- 
tos, cuyo objeto era establecer diferencias entre los tipns de lustu- 
nas presentes en cromosomas de metafase y cromatina de interjase 
no lograron demostrar diferencia cualitativa alguna de significación en 
los tipos de histonas. Enla generalidad de los sistemas de “yreanismis 
superiores, las histonas son de cinco tipos principales: РІ, F2h, F2a 
1, F2a2 y ЕЗ, conforme a la nomenclatura de Johns (1971). 


A partir delos respectivos análisis de aminvácidos (véase la Calla 
Г) resulta obvio de inmediato que los cinco tipos de histonas 501, protel= 
nas básicas, cuyo contenido de aminoácidos básicos, como lisina y ar- 
ginina, se calcula entre 20 y 40 moles por ciento. 


Las histonas son, en general, protefhas de bajo peso molecular, que 
oscila entre 11.000 y 22.000, y que se caracterizan por la carencia total 
de triptófano, en tanto que la cistefna se detecta sólo en la histona ЕЗ. 


CARACTERÍSTICAS DE LAS HISTONAS 


La histona F? es un grupo de proteínas básicas nucleares particu- 
larmente rico en lisina (aproximadamente 28 moles por ciento) y alauına, 
y comprende moléculas conun peso molecular de 22.000. En contraste 
con la homogeneidad de otros tipos de histonas, es posible demostrar 
heterogeneidad enla histona Fl, tanto por fraccionamiento electrofuré- 
tico, como por cromatografía de intercambio iónico. Se «ree que la 
heterogeneidad detectable en histonas F se deba a la fosforilación que 
осигке de preferencia en sus grupos serina a continuación de la síntesis 
de la histona, lo cual puede ocurrir de distintas maneras durante diversas 
etapas del ciclo celular y de procesos de diferenciación (Bradbury, Inghs, 
Matthews y Langan, 1974; Balhorn, Chalkley y Granner, 1972; Oliver, 
Balhorn, Granner y Chalkley, 1972; Hohmann y Cole, 1971). 


Tabla I. Peso Molecular y Composición Relativa de las Histonas 


Histonas FUN ЕРЫ) F2a2(Ibl; F2al(IV) ЕЛ 
Peso Molecular 22.000 14.000 12.500 11.000 14,000 
Aminoácidos 
(moles ®! 
lisina 27,9 16,6 12,9 
histidina - 2,2 2,7 
arginina 1,7 6,2 9,4 
ácido aspártico 2,0 4,9 5,6 
treonina 5,5 6,1 5,0 
serina 6,9 10,7 5,0 
ávido glutämico 3,4 7,6 9,0 
arolina 10,2 4,8 4,0 
glicina 6,9 5,5 9,1 
alanına 25,3 10,1 13,2 
“istina 2 - - - 
жайла 4,3 7,0 6,0 
etica - 1,5 0,2 
is Чечета 0,8 4,9 4,3 
wna 4,3 4, 10,2 
тоела 0,5 3,8 2,3 
tenilalanına 0,5 le 1,0 


> Fuente: Hnilica, McClure y Spelsberg, 1971 


Además de las diferencias en fosforilación de grupos serina que pue- 
Jen dererminar la ya mencionada heterogeneidad de las histonas Pl, 
otros estudios han mostrado algunas diferencias en las secuencias de 
aminoácidos en las subfracciones de histunas Fl (Langan, Rall y Cole, 
1571 


La Tabla Imuestra la composición relativa de la histona Fl en com- 
varacién con la de los otros tipos de histonas, Es de notar que, si 
из la histona Fl acusa las mayores variaciones de fosforilación du- 
e el ciclo celular, en todos los tipos de histonas se pueden detec- 
modificaciones de fosforilación, acetilación o metilación que se 
traducen también en heterogeneidad molecular, aun cuando en los otros 
«asos no haya evidencia directa que vincule las fluctuaciones postrans- 
Javionales con los procesos de proliferación y de diferenciación, como 
»eurre con la histona Fl (Bradbury, Inglis, Matthews y Langan, 1974), 


PROTEÍNAS ÁCIDAS NUCLEARES 


Dis ersos estudios han demostrado una aparente falta de especificidad 
de las histonas, con excepción de la Fl, la cual sí exhibe alteraciones 
que dependen del estado fisiológico de la célula. Esto implica que las 
histonas no son las principales moléculas moduladoras de la actividad 
zenómica a nivel regulatorio fino, y ha determinado un estudio más 


profundo acerca de las otras proteínas cromosomales y su probable re- 
lación con los procesos de diferenciación. El fraccionamiento del ma- 
terial de cromatina en diversos sistemas cucarióticos ha permitido 
aislar un grupo de proteínas que por lo general forman una fuerte aso- 
ciación con el ADN y quese caracterizan por poseer carga negativa neta 
por efecto de la alta proporción de ácidos aspártico у glutfmico en su 
secuencia. Paul y Gilmour (1968) obtuvieron los primeros resultados 
que vincularon de manera firme a las proteínas cromosomales ácidas 
a la regulación fina de la actividad genómica. Estos investigadores 
emplearon procedimientos de disociación y reconstitución de la cro- 
matina y analizaron los productos transcritos por las cromatinas re- 
constituidas por procedimientos de hibridación de los ARN con los ADN 
correspondientes (véase la pág. 9). 


Los experimentos de disociación y roconstitución de cromatina lle- 
van implfeita la extracción de material nuclear que, al exponerse a al~ 
tas concentraciones de sal, como 1-2 М NaCl, produce una notable dismi- 
nución en lainteracción de carácter iónico entre proteínas nucleares y el 
ADN. Enalgunoscasos, seañadetambién5 Murea para promover la di- 
sociación, y una vez lograda ésta, se procede a la reconstitución, dismi- 
nuyendo en forma gradual la concentración salina mediante una diálisis. 


Estos experimentos ponen de relieve (Paul y Gilmour, 1968) que si 
la fracción de proteínas ácidas está presente durante el proceso de re- 
constitución, el tipo de ARN que se sintetiza es similar al producido 
por la cromatina original. Fueron también Pauly Gilmour (1968) quie= 
nes observaron que el tipo de ARN sintetizado por las preparaciones de 
cromatina de diversos órganos era órgano dependiente. Los experi. 
mientos de disociación y reconstitución de cromatina lograron esta- 
blocer que la fracción nuclear que determina la especificidad del ARN 
que sintetiza cada Órgano son las proteínas ácidas nucleares, las cua- 
los tienen la propiedad de estimular la síntesis del ARN detenida en un 
stema en donde sóloactían ADN o histonas. Esta actividad estimula- 
toria de las proteínas ácidas nucleares, que son capaces de anular el 
efecto inhibitorio de las histonas sobre la transcripción, es bastante es- 
pecifica: experimentos de hibridación del ARN producido in vitro por 
efecto de las proteínas ácidas nucleares demuestran que tal ARN es 
acentuadamente homólogo al ARN producido in vivo en el órgano del cual 
se extraen las proteínas ácidas nucleares. 


Las propiedades delas proteinas ácidas nucleares y las razones de 
su vinculación con la regulación genómica son: 


1. Los tejidos y las células de activa proliferación contienen una 
mayor proporción de proteínas ácidas nucleares que células inactivas o 
latentes. 


2. Las proteinas ácidas nucleares de cada órgano o sistema ce- 
lular son diferentes y manifiestan también diferencias cualitativas en 
diferentes estados fisiológicos. 


3. En contraste con los cinco tipos principales de histonas de pe- 
sos moleculares entre 11.000 y 22.000, que se encuentran en plantas, 
animales y humanos, las proteínas ácidas nucleares son en extremo 
heterogéneas en cuanto a peso molecular (entre 250. 000 y 100. 000). 
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4. Las proteínas ácidas nucleares son capaces de estimular la 
síntesis del ARN especifico de su órgano de origen. 


En virtud de diferencias notables de carga eléctrica entre las histo» 
паз, que por su alto contenido de arginina y lisina son proteínas bási- 
cas, y las proteínas ácidas nucleares, ricas en ácido aspártico y 
glutámico, es posible demostrar que tanto las histonas, como las pro- 
teinas ácidas, se modifican de manera selectiva 


Liew y Gornail (1975) establecieron un sistema in nitro mediante el 
cual se demuestra la acetilación y la fusforilación de las proteína 
cleares, procesos que se modifican durante el envejecimiento celular, 
En este sentido, es de interés mencionar que Rieber y Bacalao (1974 al 
ballaron que la síntesis del ADN en células de hámster parece requerir 
una correspondiente fosforilación de las proteínas ácidas nucleares, ya 
que se observa que un impedimento en la iniciación de la síntesis del 
ADN va asociado a una disminución cualitativa en la fosforilación de las 
proteínas ácidas nucleares. 


nu- 


Otro aspecto de gran interés acerca de las proteínas ácidas nucleares 
es summungespecificidad. Chytil y Spelsberg (1971) y Wakabayashi, Wang 
y Hnilica (1974) han demostrado que la inyección de proteínas ácidas пи- 
cleares y ADN en conejos determina la formación de anticuerpos que re- 
sultan serespecificns para eltipo de tejido del cual se extraen las pro- 
teínas ácidas. Es de gran relevancia en estudios de diferenciación celular 
que tal anmuncespecificidad se manifiesta de preferencia cuando las 
proteínas ácidas se inyectan en asociación con el ADN homólogo (de la 
misma especie), pero pierden su especificidad cuando se inyectan en 
asociación con ADN heterólogo, о en ausencia de ADN. 


ARN CROMOSOMAL 


En la generalidad de las proparaciones de cromatina, es común de- 
tectar una pequeña cantidad de ARN que suele ir asociada соп la frac» 
ción nuclear, aun cuando зе ha extraido ya todo el material nucleolar que 
se sabe rico en ARN. Ese ARN de las preparaciones de cromatina 
muestra una asociación muy tenaz con la proteína cromosomal (Holmes, 
Mayfield, Sander y Bonner, 1972) 


Según estudios recientes de Holmes y colaboradores (1972), este 
ARN cromosomal existe en asociación con proteínas cromosomales y 
tiene una longitud de 40 a 60 nucleótidos, lo cual determina su bajo pe- 
so molecular, El АЙМ cromosomal difiere del ARN de transferen- 
cia y de los productos de degradación del ARN ribosomal en su com- 
Portamiento cromatográfico y electroforético, asícomo en experimentos 
de hibridación. 


En relación con una posible función de este ARNcromosomal, Bekhor, 
Kung y Bonner 11965) hicieron estudios con cromatina disociada y ге- 
constituida (véase la pág. 9}. De tales estudios, se desprende que la 
destrucción del ARN cromosomal (por tratamiento con ribonucleasa) 
antes de la reconstitución de la cromatina determina nna pérdida de 
la especificidad para la transcripción del ARN, que prevalece en la 
cromatina reconstituida no tratada con ribonucleasa, Se ha interpre- 
tado este resultado como demostrativo de un papel muy importante 


del ARN cromosomal en la determinación de la especificidad de la 
transcripción. 


Sin embargo, los hallazgos en favor de una función clara de los ARN 
cromosomales distan mucho aún de los ya discutidos respecto a las 
proteinas ácidas, en las cuales diversos enfoques demuestran espe- 
cificidad y variación de acuerdo con alteraciones fisiológicas. 


REGULACIÓN GENÓMICA Y SU PROBABLE ALTERACIÓN EN LA 
TRANSFORMACIÓN MALIGNA 


Basados en las consideraciones antes expuestas, es posible conce- 
bir al genoma animal y humano como una estructura de escasa activi- 
dad, que sería la que prevalece en tejidos y células diferenciadas en 
interfase. En tales condiciones, los sistemas celulares pueden existir 
en un estado de reposo (25) que precede a la activación genómica, la 
cual puede tener lugar por efecto de factores que induzcan al sistema a 
comenzar la síntesis del ADN (fase 5). Subsiguiente a la fase S, ven- 
drfa la etapa de reposo de la síntesis del ADN (fase ©), para luego cul- 
minar con la mitosis (fase М) y subsiguiente división celular para ir a una 
continuación del ciclo en la etapa G, que precede a la fase 5 de síntesis 
de ADN o permanecer en reposo en fo. 


En contraste con la situación prevaleciente en los procariotes, со- 
mo, por ejemplo, en la bacteria E. coli, donde casi todo el tiempo de 
duplicación se dedica a la sintesis del ADN, en organismos superiores 
diferenciados sólo una parte del ciclo celular, la fase 5, se dedica a 
dicha sintes 


Enestas circunstancias, cabe suponer que en los perfodos de laten- 
cia celular (Jp) que preceden a la fase 5, debe tener lugar una interac- 
ción muy efectiva entre el ADN y las proteínas estructurales de los 
cromosomas, tales como las histonas. Es interesante destacar que 
los diversos tipos de histonas mantienen una estructura similar en di- 
ferentes especies, como un hechoindicativo de que cumplen una función 
más bien de represores estructurales o genéricos y no un papel parti- 
cularmente específico. Otra función atribuible a las histonas, además 
de la de represoras genómicas, св proteger la información genómica 
de degradación o alteración. Enapoyode esta consideración, es de in- 
terés mencionar el acoplamiento exacto entre la síntesis de las histo- 
nas y la síntesis del ADN. En otras palabras, la síntesis de las histo- 
nas sólo tiene lugar durante las fases del ciclo celular que coinciden 
con la fase 5 de síntesis del ADN. Sin embargo, estudios hechos en 
nuestrolaboratorio (Ricber y Bacalao, 1974 b) han puesto de relieve que 
la producción de histonas, si bien ocurre con arreglo a la síntesis del 
ADN, al parecer tiene lugar en la parte más temprana de la fase S, y 
en ciertos casos puede anticiparse u ocurrir en ausencia de síntesis del 
ADN, Esta acentuada correlación entre la síntesis del ADN y la de las 
histonas corrobora el criterio de un papel de estabilizador estructural 
del ADN por parte de las histonas, lo cual a su vez determina una mayor 
estabilidad de la nucleoprotefna. 


Si se parte del supuesto que el perfodo 22-0, del ciclo celular im- 
plica la preparación de la maquinaria biosintética para el comienzo y 
realización de la fase S de la síntesis del ADN, es poco probable que 
las histonas, que también se sintetizan en la fase S, jueguen un papel 
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еп la etapa Y, previa, de acoplamiento regulatorio. Sin embargo, es 
concebible que, una yez que comienza la fase S y las histonas han sido 
sintetizadas ya en espera de su acoplamiento con el ADN naciente, jue- 
guen éstas un papel en la determinación del orden y la posición de su 
interacción con el genoma, de acuerdo con suheterogeneidad, como la Fl, 
ode la versatilidad molecular que puedanadquirir las histonas gracias a 
los procesos de modulación, tales como metilación, acetilación o fosfo- 
rilación de algunos de los aminoácidos comprendidos en su Secuencia 


Cabe suponer que en las regiones de la estructura de las histonas 
donde tiene lugar la modificación covalente de grupos serina por con- 
versión en grupos fosfoserina, de carga negativa, ocurra una disminu- 
ción relativa dela carga positiva neta usual de las histonas, lo cual de- 
termina una variación en su grado deinteracción con el ADN, Conviene 
destacar aquí que la fosfoquinasa, causante de la fosforilación de las 
histonas, parece tener máxima actividad en el perfodo mitótico, as- 
peto de interés obvio enel proceso de división celular normal о alterado 


Por otra parte, en contraste con las histonas que se sintetizan sólo en 
Ја lase 5, las otras proteínas nucleares, entre ellas las proteínas áci- 
ааз cromosomales, se sintetizan durante todo el ciclo celular, 


un cuando 
la actividad metabólica general disminuye en mitosis. Eneste sentido, 
y a base de lo descrito con relación a los experimentos de recunstitu- 
ción de la cromatina disociada, es bastante probable que las mediado- 
ras cfectivas del acondicionamiento nuclear, que tiene lugar en la fase 
Ф, previa а la síntesis del ADN, sean las proteínas ácidas сготово- 
males. Experimentos de Auer, Zetterberg y Foley (1970) han demos- 
trado que la síntesis del ADN parece estar precedida en la fase А por 
una migración de proteínas citoplasmáticas hacia el núcleo. A estos 
estudios apoyan otras observaciones de Stein y Baserga (1971), quie- 
nes encontraron en experimentos de marcación corta (pulso) y sub- 
siguiente seguimiento {"-h20e") que las proteínas ácidas nucleares 
parecen ser sintetizadas originalmente en el citoplasma y transoorta- 
das de inmediato al núcleo, lo cual también parece ocurrir con las his- 
lonas al comienzo de la fase 5. 


También, Stein y Borun (1972) encontraron una abundante síntesis Je 
proteínas ácidas nucleares en células Hela, a la cual no afectan los ın- 
hibidores de la síntesis del ADN, que а su vez inhiben la síntesis de las 
‘istunas. 


Si el papel de las proteínas ácidas nucleares como acondiciona- 
doras dol proceso previo a la síntesis del ADN resulta claro, asf como 
también su papel en propiciarla especialidad de órganos y tejidos ¡Paul 
y Gilmour, 1968), la forma como estas proteínas pueden afectar el pro- 
ceso de división y regulación celular podría ser por interferencia con 
la síntesis, procesamiento o transporte de proteYnas nucleares del сї- 
toplasma al núcleo, bien por degradación durante el tránsito o por al- 
teraciones en proteínas portadoras, cuya función sería facilitar la mo- 
vilización desde los lugares de síntesis en el citoplasma hasta los 
receptores en el núcleo. 


En apoyo de esta posibilidad, Rieber y Bacalao (1974 b) observaron 
una acumulación selectiva de protefnas en el citoplasma de células de 


hámster incapaces de viajar en el ciclo celular desde la fase 6} de acon- 
dicionamiento hasta la fase S de síntesis del ADN. Estas especies pro- 
teicas citoplasmáticas podrian ser semejantes a las propuestas por 
Auer y colaboradores (1970) como necesarias para el comienzo de la 
fase 5. 


También es posible que estas alteraciones selectivas en el prote- 
samiento o afinidad de tales proteínas con la cromatina ocurranduran- 
te la transformación maligna por la sobreproducción incontrolada de un 
activador genómico que favoreceria continuamente el reingreso de la 
célula que complota su ciclo, a otra etapa de un nuevo ciclo precursor 
de una proliferación subsiguiente. Si bien esta posibilidad de una so- 
breproducción del activador genómico de proteínas ácidas nucleares, 
susceptible de ocurrir durante la transformación maligna, pudiese зе- 
mánticamente compararse a la falta de síntesis de un represor, a par- 
tir de lo dicho ya se cree más probable que los represores usuales del 
genoma, tales como las histonas, existenaun en células malignas y que 
lo que probablemente tiene lugar es más bien un proceso de titulación 
y vencimiento de los mecanismos de controlque de otra manera preva- 
lecen en células diferenciadas normales. 
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ADN POLIMERASAS EN EUCARIOTES Y SUS RELACIONES CON 
EL CICLO CELULAR 


Desde el punto de vista de la regulación celular es de gran impor- 
tancia conocer los factores que regulan la síntesis del material genéti- 
co en las células eucarióticas, no sólo por la significación obvia que 
tiene la síntesisdel ADN enlos procesos de duplicación y transcripción, 
sino también porque parte de la información genética puede ser de са- 
rácter rogulatorio(ADN de secuencias repetidas), ode adquisición, que 
resulte de la incorporación de material genético exógeno, tal como el 
que puede provenir de un virus oncogénico, 


Si bien en sistemas microbianos hay abundante información acerca 
de la enzimología y mecanismos de la síntesis del ADN in vitro apartir 
de estudios hechos por Kornberg (1969), tales estudios se han compli- 
cado enormemente a causa del descubrimiento de una multiplicidad de 
enzimas que participan en la síntesis del ADN, tanto en procariot 
como en eucariotes. Еп la bacteria Е. coli, por ejemplo, se han aisla- 
do trea ADN polimerasas diferentes (1, Ц, y Ш, respectivamente), to- 
das las cuales expresan su actividad preferencial por el ADN de doble 
cadena con escisiones parciales. Delostrestiposde ADN polimerasas, 
la única estimulable por etanol es la ADN polimer: ШІ, la cual pre- 
sumiblemente está ligada a fracciones de membrana en las que se эш- 
pone puede tener lugar el comienzo de la síntesis del ADN. Vale la pe- 
na destacar que ha sido posible aislar mutantes de E. coli en los cua- 
les se puede detectar síntesis de ADN en ausencia de las ADN polime- 
rasas I ó П, pero по en células que carecen de la ADN polimerasa Ш 
(Otto, 1973). 


En células de organismos superiores es posible detectar por lo menos 
cuatrotipos de ADN polimerasas, cuyas propiedades y vinculaciones соп 
la fase Sde sintesis del ADN se resumen en la Tabla II (Weissbach, 19751. 
Además de las ADN polimerasas mencionadas, hay una ADN polimera- 
sa mitocondria? distinta en diversos aspectos de las otras ADN polimera- 
sas, en particular respecto a su capacidad de utilizar preferentemente 
ADN circular, tal como el que existe en la mitocondria o en el genoma 
de los virus oncogénicos, como el SV-40 de la familia Papovaviridae. 


En virtud de la similitud de funciones que debieran cumplir las ADN 
polimerasas de diversos sistemas celulares, Chang у Bolum 119711 
investigaron la probable relación antigénica entre los diversos tipos de 
ADN polimerasas. Utilizaron en sus estudios conejos y prepararon ап- 
tisueros contra una preparación purificada de timo de ternera enrique- 
cida con ADN polimerasa 1, enzima cuyas propiedades se resumen en 
la Tabla Ц. Se pudo observar que el antisuero en cuestión fue capaz de 
inhibir la actividad de las ADN polimerasas I y П, no sólo de la misma 
especie de la cual fue preparada, sino que también afectó la actividad 
de enzimas similares de varias otras especies. Los resultados de estos 
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experimentos se interpretaron como indicativos de que probablemente 
existían secuencias similares y determinantes antigénicos comunes a los 
dos tipos de ADN polimerasas de timo, así'como entre ADN polimerasas de 
diversas especies. También Hecht (1973 a, b) sugirió una posible inter- 
convertibilidad entre las ADN polimerasas [ y П basado en experimen- 
tos complementarios de disociación en alta concentración salina, en que 
la ADN polimerasa П de mayor peso molecular se disocia para dar mo- 
léculas de menor peso molecular conactividad de ADN polimerasa 1 (Та- 
bla Ш. Ahora bien, estudios similares más recientes hechos por 
Spadari, Müller y Weissbach (1974), empleando antisueros de conejo 
contra ADN polimerasa Hde células humanas Hela, no han podido con- 
firmar la inhibición conjunta de las ADN polimerasas Ту ADN polime- 
rasas del tipo Ш por el antisuero mencionado. Sin embargo, lo que sí 
parece reproducible es el hecho de que ADN polimerasas de tipo П de 
diversas otras especies compartan algunas secuencias similares debido 
а que son inhibidas también por el antisuero contra la ADN polimerasa 
И de células Hela (Spadari y Weissbach, 1974 b). 


PROBABLE RELACIÓN DE LAS ADN POLIMERASAS CON LA REPLI- 
CACIÓN DEL ADN 


El que células eucarióticas manifiesten su capacidad de sintesis del 
ADN sólo en ciertas etapas de su ciclo de vida (fase 5) Васе preguntarse 
cuáles de las ADN polimerasas celulares están relacionadas con el pro- 
ceso de replicación del ADN cromosoma. 


En principio, una de las contradicciones iniciales acerca de estas 
enzimas es que la ADN polimerasa II y la R-ADN polimerasal pueden 
localizarse en el citoplasma (véasela Tabla П) cuando la replicación del 
ADN cromosomal tiene lugar fundamentalmente en el núcleo, Sinem- 
bargo, tal aparente contradicción pudiera explicarse si se considera que, 
como resultado de los procesos de ruptura celular para aislar fracciones 
nucleares y citoplasmáticas, ocurriera la salida de enzimas usualmente 
nucleares hacia el citoplasma, dando lugar a que se obtengan in vitro 
localizaciones subcelulares que no fueran realmente representativas de 
la localización original de esas moléculas. 


En relación con la posible fluctuación de ADN polimerasas durante 
el ciclo celular, sería de esperar que aquellas enzimas realmente vin- 
culadas al proceso aumentaran de nivel durante el periodo en que se 
espera que manifiesten su actividad. En tal sentido, la Tabla Ш 
muestra que la ADN polimerasa I (8) no experimenta variación alguna 
durante el ciclo celular, en tanto quelas R-ADN polimerasas aumentan 
antes del comienzo о en la parte temprana dela fase 5 de sintesis del 
ADN, También la fracción citoplasmática dela ADN polimerasa I (a) 
decrece on la fase estacionaria celular y tiende a aumentar durante la 
fase de sintesis del ADN (Spadari y Weissbach, 1974 a). 


La función de las R-ADN polimerasas es en particular misteriosa; 
estas enzimas que también copian el ADN difieren de las otras ADN po- 
limerasas Гу Il, enqueestas últimas no son capaces de copiar con efi- 
cacia secuencias de polirribonucleótidos (Tabla П) (Spadariy Weissbach, 
1974 b), de аБГ que se anteponga el prefijo R-ADN polimerasas. 
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La propiedad de copiar secuencias de polirribonucicótidos hace a es- 
tas enzimas similaresa las transcriptasas reversas que existenen virus 
oncogénicos, sinembargouna diferencia sustancial entre las R-ADN ро- 
limerasas celulares y las transcriptesas reversas de virus oncogénicos 
es que sólo las enzimas virales son capaces de copiar ARN macromo- 
lecular natural heteropolimérico como el de los virus oncogénicos cuyo 
material genético es el ARN. 


Una probable función de las R-ADN polimerasas es la de partici- 
par en lasetapas deiniciación de la síntesis del ADN. Esto se pensó no 
sólo porque estas enzimas se incrementen durante tales etapas, sino 
también porque desde hace poco se acepta а un ARN como iniciador о 
"primer" de la síntesis del ADN en procariotes (Hirose, Okasari y 
Tamanoi, 1973)y eucariotes (Magnusson, 1973). Sin embargo, estudios 
recientes conADN,al que sele ha añadido secuencias de ARN, demues- 
tran (Spadariy Weissbach, 1975) que sólo la ADN polimerasa H (а) es capaz 
de sintetizar de novo el ADN unido mediante un enlace covalente al ARN 
iniciador o "primer", en tanto que las polimerasas1 (8) o R-ADN po- 
limerasas son bastante ineficaces en tal reacción. De estos resultados 
se desprende que si existe in vivo, como parece, una molécula de ARN 
como "primer" o iniciador de la síntesis del ADN, entonces sólo la 
ADN polimerasa П es capaz de iniciar tal síntesis. Por consiguiente, 
los otros tipos de ADN polimerasas que вї copian eficientemente cuan- 
do el "primer" es el ADN, son al parecer mejores candidatas а parti- 
cipar en procesos de reparación del ADN donde se exhiben secuencias 
no apareadas de ADN en necosidad de apareamiento. 


SITIOS DE REPLICACIÓN DEL ADN EN EUCARIOTES 


Fueron Commings y Kakefuda (1968) los que primero estudiaron la 
localización inicial del ADN recién replicado en células humanas en cul- 
tivo. Contal fin, sincronizaron previamente las células mediante la adi- 
ción a los cultivos de un exceso de timidina, lo que produce un bloqueo 
enla etapa previa a la entrada enfase de síntesis del A Este bloqueo 
ocurre presumiblemente debido a que el exceso de timidina inhibe a la 
timidina quinasa, enzima que fosforila timidina atimidina trifosfato, el 
cual es indispensable para la síntesis del ADN. Cuando Commings y 
Kakefuda removieron el exceso bloqueante de timidina y añadieron timi- 
dina marcada radiactivamente con tritio, hallaron, por autorradiografía 
de alta resolución de muestras observadas al microscopio electrónico, 
que, durante los perfodos iniciales de marcación radiactiva, el isótopo 
incorporado en el ADN aparecía en áreas totalmente ubicadas sobre la 
periferia del núcleo, lo que interpretaron como indicativo de que en cé- 
lulas humanas la síntesis del ADN ocurre inicialmente en sitios adya- 
centes o sobre la membrana nuclear, Sin embargo, Williams y Ockey 
(1970), mediante métodos diferentes de sincronización celular, objetaron 
los resultados de Commings y Kakefuda (1968), atribuyéndolos a artifi- 
cios del sistema de sincronización por exceso de timidina, Williams y 
Ockey observaron: a) síntesis temprana del ADN, no en la periferia del 
núcleo, sino en zonas distribuidas uniformemente sobre el núcleo; y b) 
síntesis periférica del ADN sólo en ctapas tardías de la fase Зо en si- 
tuaciones de alteración celular bajo condiciones de sincronización 
drástica. 


Investigaciones más recientes de Commings y Okada (1973) han re- 
visado la probable relación entre el comienzo de la síntesis del ADN y 
la membrana nuclear. En tales estudios, no se observó ninguna mar- 
cación asociada preferencialmente con la membrana nuclear en las fa- 
ses iniciales de la síntesis del ADN, lo que implica ciertamente que 
no existe en el momento ninguna correlación firme que vincule a la 
membrana nuclear con las fases iniciales de la síntesis del ADN. Fs 
de interés mencionar que el ADN de replicación temprana que se detec- 
ta en cultivos de células humanas Hela difiere del ADN ya sintetizado 
en que el ADN recién formado tiene la propiedad de permanecer en in- 
terfase durante la extracción en fase acuosa con cloroformo о fenol, 
Esta propiedad es observada en los períodos iniciales de sintesis del 
ADN, cuando se le marca radiactivamente por breves intervalos (pulsos), 
y no al continuarse el estudio con material no marcado ("chase" osegul- 
miento). Esto muestra que sólo el ADN naciente o recién sintetizado 
se localiza en la interfase fenol: HzO en tanto que el ADN “'maduro" es 
extraíble en la fase acuosa. 


DESOXINUCLEOTIDIL TRANSFERASA EN LINFOCITOS T Y EN LEU- 
CEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA 


Estudios originalmente realizados con material extraído del timo de 
ternera permitieron establecerla presencia de una enzima capaz de са- 
talizar la incorporación de desoxirribonuclestidos en regiones termina- 
lea de ADN (Bollum, 1960; Yoneda y Bollum, 1965; Chang y Bollum, 
1971), Subsiguientemente, Chang (1971) logró establecer que la enzima 
en cuestiónes un constituyente especifico del timo y por lo común no es 
localizable en otros Órganos. Estos resultados han sido confirmados y 
ampliados por el grupo de Baltimore, que llegó a la conclusión quela 
desoxinucleotidil transferasa está localizada en linfocitos del timo, y, 
en particular, en linfoblastos circulantes de pacientes con leucemia lin- 
foblástica aguda (MeCaffrey, Smoler y Baltimore, 1973). Resulta in- 
teresante destacar que dichos pacientes poseen los tres tipos principales 
de ADNpolimerasas celulares(Tabla Ш), además de la desoxinucleotidil 
transferasa, McCaffrey y colaboradores se valieron de esta conclusión 
para sugerir que el incremento en los niveles de tal enzima puede ser- 
vir de marcador de células leucémicas que se originen por un defecto 
en la diferenciación de timocitos. 
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ADN POLIMERASAS DEPENDIENTES DEL ARN EN 
PROCESOS DE TRANSFORMACIÓN MALIGNA, 
TRANSCRIPCIÓN REVERSA 


Desde que Watson y Crick propusieron en 1953 el modelo de la es- 
tructura del ADN y desde que se estableció que el ADN os capaz no sólo 
de duplicarse sino también de transcribir el ARN, se ha tropezado con 
grandes dificultades para explicar cómo los virus tumorales de la fa- 
milia Retroviridae, cuyo material genético es el ARN, son capaces de 
propiciar la transformación maligna y perpetuar su información gené- 
tiva, en un genoma celular, integrado en osencia por ADN. 


Los primeros indicios de que la información genética transmitida 
рог un virus tumoral ARN a la célula pudiese consistir en moléculas de 
ADN transcritas por el ARN viral, provino de experimentos hechos por 
Temin (1963). En ellos, al estudiar la transformación maligna de fi- 
broblastos de pollo por efecto del virus del sarcoma de Rous, se obser- 
v6 que la transformación se evitaba en presencia de actinomicina D, 
conocida como inhibidor clásico de la síntesis del ARN dependiente del 
ADN. Esta aparente dependencia de la transformación celular por vi- 
rus en procesos donde se requería ADN se afirmó al comprobarse que 
ésta no se lleva a cabo si la infección con el virus oncogénico es ве- 
guida de procesos que impiden la entrada de las células huéspedes a la 
fase S de síntesis del ADN (Temin, 1964; Bader, 1965) 


Experimentos posteriores de Baluda y Nayak (1970) mostraron que, 
en comparación con células normales, las células infectadas por el vi- 
rus tumoral ARN exhiben un incremento en su capacidad de hibrida 
ción con segmentos de ARN viral, sugiriendo que el proceso detrans 
formación maligna lleva a la inclusión de series de nucleótidos de ADN, 
copiadas del ARNviral, en el genoma de la célula huésped. A estos seg- 
mentos de ADN viral que se asocian con el ADN del huésped Temin 
(1972) los denominó provirus ADN, y los definió como estructuras no 
virales estables resistentes a la inhibición de la síntesis del ADN que 
contienen información viral estable, tal comola que puede existir en una 
célula maligna transformada por un virus tumoral ARN, 


Diversos estudios han indicado que, aunque la producción de virus 
y la transformación viral es sensible a la actinomicina y a los inhibido- 
res de la síntesis del ADN, sin embargo el proceso no parece ser sen- 
sible a la inhibición de la síntesis de proteínas. Este resultado, que 
indica que no son necesarias nuevas proteínas para el proceso mediado 
por el virus, llevó a la búsqueda y localización en el virión de las en- 
zimas requeridas para el proceso de infección y transformación malig- 
na causadas por dos Retrovirus, el virus del sarcoma de Rous (Temin 
y Mizutani, 1970) y el virus de la leucemia murina (Baltimore, 1970), 
cuyo material genético es ARN, en ambos casos. 
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Los estudios de Temin y Mizutani (1970) mencionados y los de 
Baltimore (1970) demostraron que en el interior de las partículas vıra- 
les que producen el proceso de la transformación maligna existen ADN 
polimerasas activables in vitro por la ruptura del virión mediante la adi» 
ción de detergentes no iónicos, o por otros procesos naturales durante 
el progreso de la infección viral. Lo interesante de la actividad de estas 
enzimas es que el tratamiento con ribonucleasa elimina la actividad en- 
zimática, lo que quiere decir que estas enzimas responden al ARN del 
virus. Esta observación, se confirmó más tarde mediante experi- 
mentos de hibridación, que revelaron que el ADN sintetizado por las 
enzimas virales es susceptible de una eficiente hibridación con el ARN 
del virus, pero no con el ARN o ADN de células no infectadas La ADN 
polimerasa dependiente del ARN viral o transcriptasa reversa se dife- 
rencia de las otras ADN polimerasas que dependen del ADN (descritas 
antes en el capítulo 2), no sólo por su localización viral, sino también 
por poseer un peso molecular de 70.000 daltones y ser la única ADN 
polimerasa capaz de copiar con eficacia el ARN viral 70 $ contenido en 
las partículas de los virus tumorales ARN. 


Por otra parte, las ADN polimerasas celulares y la transcriptasa re- 
versa viral sintetizan el ADN como productoa partir de los mismos pre- 
cursores, desoxirribonucleótidos trifosfatos, a pesar de que existen 
claras diferencias respecto a la macromolécula que suministra la 
información a copiarse ("tenplate” o modelo): 


a) ADN polimerasas celulares 


ADN celular (modelo) ADN polimerasa ADN celular (modelo) 


+ desoxirribonu- 
eleótidos 
trifosfatos 

ARN "primer ARN ini- 
© iniciador ciador nuevo 


b) Transcriptasa reversa 


Transcriptasa = 
ARN viral (modelo revers ARN yiral (modelo) 
+ desoxirribo- 
nucleótidos 
trifosfatos 
ARN "primer" ARNini- ADN viral 
о iniciador ciador nuevo 


RESUMEN DE ALGUNAS PROPIEDADES DE LA TRANSCRIPTASA 
REVERSA 


1. Es necesaria рага la síntesis del provirus ADN copiable de vi- 
rus tumorales ARN. 


2. Está presente en el virión. 


3. Cataliza la síntesis del ADN de tamaño 4 a 6 S unido mediante 
un enlace covalente con el ARN viral. La síntesis del ADN es sensible 
a la ribonucleasa. 


4. Transcribe con eficacia el ARN viral 70S (heteropolimérico), 
asf como el ARN mensajero natural, 


5. La enzima del virus del sarcoma de Rous y la del virus de la 
mieloblastosis aviaria tiene un peso molecular de 180.000 daltones, 
mientras que enzimas de virus murinos y de primates tienen un peso 
molecular entre 70. 000 y 90, 000 daltones, 


6. Copurifica con la ribonucleasa H, específica para la degradación 
de ARN en hibridos ARN/ADN. 


7. Los anticuerpos contra las ADN polimerasas celulares (ADN- 
dependientes) no interaccionan con la transcriptasa reversa, 


$. Es inhibida por derivados de rifampicina que no inhiben a las 
ADN polimerasas celulares de eucariotes que dependen del ADN. 


En apoyo de la teoría del provirus ADN propuesta por Temin para 
explicar cómo el ARN de los Retrovirus perpetúa su información ge- 
nética en las células que transforma, Hill y Hillova (1972) demostra- 
ron que es posible extraer ADN de células de rata transformadas por 
ol virus del sarcoma de Rous. Ese ADN pone de manifiesto la infor- 
mación genética del virus al infectar y producir partículas virales en 
células permisivas de pollo. También, Hanafusa y Hanafusa (1971) 
confirmaron, mediante estudios genéticos hechos con diversos mutan- 
tes del virus del sarcoma de Rous, que los mutantes que manifiestan 
actividad de transcriptasa reversa condicionada a ciertas temperatu- 
ras, sólo demuestran capacidad de transformación en condiciones {е- 
notípicas en las cuales se exhibe actividad de transcriptasa rever- 
sa. 


Todas estas consideraciones ponen de relieve la gran importancia 
de la transcriptasa reversa, no sólo por su capacidad de transcribir 
ADN viral, sino por su presencia en viriones de los virus tumorales ARN. 
Sin embargo, y aunque más adelante se discutirá con más detalles la 
transcriptasa reversa y su vinculación con procesos malignos en seres 
humanos, es de interés aclarar que la capacidad de tal enzima de trans- 
cribir ARN heteropolimérico natural, si bien no compartida рог las 
ADN polimerasas de células eucaridticas, es observable en la ADN po- 
limerasa I de Escherichia coli. Loeb, Tartoffy Travaglini (1973) halla- 
ron que la ADN polimerasa I microbiana copia ARN natural o ADN bajo 
condiciones experimentales similares, empleando ADN polimerasa 1 
altamente purificada (Travaglini y Loeb, 1974), lo que hace muy poco 
probable que la copia de ARN natural por la enzima en cuestión sea pro- 
ducto de una proteína contaminante. Lo que aquí importa establecer 
es sí la capacidad de síntesis del ADN a partir del ARN natural 
que exhibe la ADN polimerasa I de E. coli se manifiesta también in 
vivo. 
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Otro sistema, no vinculado a procesos malignos, en el que pare- 
се que se sintetiza їн vivo ADN por copia de ARN natural, lo consti- 
tuye la oogénesis temprana de Xenopus laevis. Ficq y Brachet(1971) 
observaron que un derivado de rifampicina, capaz de actuar prefe- 
rentemente sobre la transcripción reversa del ADN, puede afectar 
la síntesis del ADN ribosomal de hibridación preferencial con el ARN 
ribosomal, que se sintetiza de preferencia en oocitos de Xenopus lae- 
vis. Los estudios de Ficg y Brachet (1971), en que se detecta acti- 
vidad de transcriptasa reversa, indican que la enzima en cuestión no 
sólo es localizable en virus tumorales, sino también en sistemas ce- 
lulares normales (Scolnick, Aaronson, Todaro y Parks, 1971) 


Todas estas observaciones hacen pensar que la transcriptasa ге- 
versa, que por cierto tiene una función en mediar la transmisión de 
la información genética desde el virus tumoral ARN al ADN de la 
célula transformada, sea una enzima que no sólo participe en pro» 
cesos de malignidad, sino también en la modulación de otros procesos 
regulatorios, entre ellos los múltiples procesos de modificación selec- 
tiva que ocurren en la diferenciación y amplificación de la información 
genómica. 


DIFERENCIAS ENTRE LA TRANSCRIPTASA REVERSA Y OTRAS ADN 
POLIMERASAS 


Baltimore y Smoler (1971) han comparado la especificidad detrans 
criptasas reversas de varios tipos de virus tumorales conla ADN poli- 
merasa 1 de E. coli y con varias ADN polimerasas celulares de siste 
mas normales o infectados por virus tumorales. 


El resultado de tales estudios es que sólo las enzimas virales o de 
células infectadas pueden transcribir al polímero sintético poli (C) oligo 
(dG), De modo análogo, se ha demostrado que sólo las enzimas viral 
pueden transcribir regiones heteropoliméricas de ARN viral 70 5, con 
excepción de una fracción particulada de leucocitos leucémicos huma- 
nos, la cual puede transcribir tanto al рой (С) oligo (dG), como al ARN 
viral 705. La razón de esta propiedad de los leucocitos leucémicos 
puede deberse a la posible presencia de virus tumorales endógenos en 
estas células (Sangadharan, Sarin, Reitz y Gallo, 1972, véase la pág. 
45), 


Es de interés destacar que, si bien la ADN polimerasa I de К. coli 
parece transcribir al ARN ribosomal, según se mencionó ya (Travaglini 
y Loeb, 1974), tal actividad se limita а la transcripción de grupos de 
monofosfato de adenina (AMP) y de monofosfato de timina (TMP) 
(Cavalieri y Carroll, 1970), en tanto que no se observa ninguna trans- 
cripcién significativa de regiones beteropoliméricas de ARN7OS u otros 
ARN naturales de tipo mensajero, como el ARN del fagof2 (Goodman y 
Spiegelman, 1971). 
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COMPARACIÓN DEL PROCESO DE TRANSCRIPCIÓN EN 
EUCARIOTES Y PROCARIOTES 


El proceso de transcripción queimplica la síntesis del ARN a partir 
de la información genética contenida en el ADN es de fundamental im- 
portancia pura el crecimiento y regulación celulares. En sistemas de 
procariotes, tales сото Е. coli y Bacillus aubtilis, la gran mayoria, 
si no todos los tipos de ARN que se sintetizan, tienen una función clara- 
mente determinada o conocida; el ARN de transferencia conduce a los anii- 
noácidos activados por el trifosfato de adenosina (ATP) al sitio que les 
corresponde en la secuencia del ARN mensajero para su ubicación espe- 
cífica dentro de la codificación correspondiente, y el АЙМ ribosomal, es 
parte integrante de los ribosomas, donde ocurren las interacciones que 
culminarán en el proceso de biosíntesis de las proteínas [véase la mo- 
nografía по. 10 de esta misma serie, Allende, 1972). 


Todos estos tipos de ARN se sintetizan en microbios gracias a la 
intervención de una enzima de alto peso molecular (600.000), la ARN 
polimerasa, la cual puede modular su interacción con ciertas regiones 
del ADN a base de una de las subunidades de la enzima, el factor 0, que 
probablemente permite reconocer regiones en el ADN en donde se ini- 
cia el proceso de transcripción. Tras la iniciación de este proceso, el 
factor O se libera del resto de los contribuyentes del sistema de sin- 
tasis del ARNy vuelve a asociarse con la ARN polimerasa en la siguien- 
te etapa de iniciación de la síntesis del ARN (véase la monografía no, 10 
de esta misma serie, Allende, 1972). 


Una explicación acerca de la variabilidad en la especificidad de ini- 
ciación de la ARN polimerasa bien sea para transcribir especies estables 
de ARN, como ARN de transferencia y ARN ribosomal, o para sintetizar 
especies de mayor recambio, como ARN mensajero, sería que la poli- 
merasa tuviera dos conformaciones: la enzima asociada con un factor он, 
específico para la iniciación de ciertos tipos de ARN mensajero, y la en- 
zima asociada a un factor с, para la síntesis de ARN estable, tales como 
ARN de transferencia y ARN ribosomal. En función de este modelo pro- 
puesto por Travers y Buckland (1973), la especificidad de la ARN polime- 
rasa sería regulada in vivo por la interacción de la enzima con factores 
auxiliares, entre ellos el factor +, que al parecer estabiliza la forma en- 
zima asociada alfactor су. En todo caso, lo que está claro de los expe- 
rimentos de Travers y Buckland (1973) es que la actividad de la ARN po- 
limerasa es heterogénea, ya que engradientes de glicerol se muestra la 
presencia de varias regiones conactividad ensintesis del ARN: la región 
con un valor de sedimentación de 16 $ muestra capacidad para síntesis 
preferencial de ARN ribosomal, entanto que la zona de actividad en la re- 
gión21$ sintetiza ARN del tipo mensajero, tal como el que se pudiera es- 
perar de la enzima asociada a un factor Sp. Es muy probable que la ac- 
tividad causante de la síntesis del ARN no funcione in vivo sólo abase de 
la interacción del ADN, ARN polimerasa y precursores sino que, además 
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de cofactores, como iones y otros compuestos de bajo peso molecular, 
también existan proteínas regulatorias en íntima vinculación conel pro- 
ceso de transcripción. 


En células de organismos superiores, como los seres humanos y los 
animales, hay diversas instancias en las cuales se sintetizan tipos de 
ARN, además Че ARN mensajero, ARN de transferencia y ARN ribosomal, 
En particular, Harris (1959) observó que en macrófagos se podía detec- 
tar la síntesis del ARN en elnúcleo, que mostraba tener una vida media 
muy breve y по era transportado nunca al citoplasma, que es el sitio 
usual de acción de los otros tipos de ARN que participan en la biosin- 
tesis de las proteínas. 


Se ha tratado de demostrar una posible relación entre la presencia de 
tal ARN nuclear de vida media muybreve y los otros tipos de ARN, y se 
ha podido establecer que este ARN nuclear se sintetiza en fragmentos de 
muy alto peso molecular cuya composición debases se asemeja más a la 
del ARN mensajero que a la del ARN de transferencia o ARN ribosomal, 
Experimentos de localización intracelular, luego de períodos muy bre- 
ves de marcación con precursores radiactivos, indican que este material 
se sintetiza dentro del núcleo, pero en regiones extranucleolares del 
espacio intranuclear, denominado nucleuplasma (Perry, 1976). 


Este ARN nucleoplásmico contrasta con otro tipo de ARN dealto peso 
molecular que se sintetiza en el nucleolo у que posteriormente es pro- 
cesado para su aparición en el citoplasma y forma parte del ARN 18 S y 
285 de tipo ribosomal, La ARN polimerasa que participa en la síntesis 
del ARN ribosomal y sus precursores no es susceptible a inhibición por 
efecto de la n-amanitina (toxina extraída de hongos), compuesto que in- 
hibe en alto grado la síntesis del ARN no ribosomal, tal como el ARN 
nucleoplásmico de alto peso molecular y marcado recambio, 


Shearer y McCarthy (1970) estudiaron cuidadosamento las propieda- 
des del ARN nuclear y encontraron que una buena porción de las molécu- 
las del ARN restringidas al núcleo en hígado normal son al parecer 
transportadas al citoplasma cuando se estudia hígado enproceso de ге- 
generación. Estos resultados indicarían que parte de esta fracción del 
ARN, restringida al núcleo y susceptible a la acción de la a-amanitina, 
Puede ser potencialmente ARN mensajero que responda a requerimien- 
tos metabólicos. 


La comprobación de esta hipótesis de que parte del ARN nuclear de 
gran recambio pudiera ser precursor del ARN mensajero requirió méto- 
dos Че gran sensibilidad. Darnell, Philipson, Wall y Adesnik (1971) estu- 
diaron este problema en las células Hela derivadas de un carcinoma cer- 
vical humano y observaron que el ARN nuclear nucleoplásmico de corta 
vida media era parcialmente resistente al tratamiento con ribonucleasa 
pancreática. Investigaciones detalladas acerca de las secuencias resis- 
tentes a la ribonucleasa revelaron un alto contenido de secuencias ricas 
en grupos adenosina (poli A) de una longitud aproximada de 150 a 250 nu- 
cleótidos. Lo interesante de | ›в resultados de Darnell es que el alto con- 
tenido de secuencias poli A en ARN nuclear fue máximo en breves pe- 
ríodos de marcación radiactiva, haciéndose menor en ARN nuclear у 
aumentando en ARN mensajero citoplasmático, en períodos más prolonga- 
dos de marcación. Experimentos con inhibidores de la síntesis del ARN 


demostraron que estos no parecen afectar la presencia de secuencias 
poli A, lo que podría indicar que tales secuencias se añaden a continua» 
ción del proceso de transcripción como resultado de enzimas diferentes 
a las ARN polimerasas. 


Tales enzimas, que utilizan preferentemente ATP сп prosencia de 
ARN y que по requieren la presencia de ADN son localizables en prepa- 
raciones nucleares de células de hígado de rata (Niessing y Sekeris, 
1972). 


PROBABLE FUNCIÓN DE LAS SECUENCIAS POLI А EN EL ARN NU- 
CLEOPLÁSMICO Y EN EL ARN MENSAJERO CITOPLASMÁTICO 


En virtud de que la mayoría de los ARN de tipo mensajero detecta- 
bles en eucarlotes tienen secuencias ricas en poliA en su extremo ter- 
minal 3', se han formulado diversas hipótesis para explicar la posible 
función de tales secuencias: 


1. Transporte del ARN Mensajero del Núcleo al Citoplasma 


Esta explicación parece plausible a causa de los experimentos de 
Darnell descritos antes. Sin embargo, deben haber otras razones que 
aclaren porqué ARN mensajeros del tipo viral y ARN mensajeros de 
mitocondrias también poseen secuencias poli A, aun cuando en esos са- 
sos no es menester postular transporte del núcleo al citoplasma, 


2. Control de la Estabilidad del ARN Mensajero о de uu Capacidad de 
Interacción con los Ribosomas, en la Traducción del Mensaje 


Williamson, Crossley y Humphries (1974) investigaron la capacidad 
del ARN mensajero enla síntesis de la proteína globina, bajo condicio- 
nes de eliminación selectiva de las secuencias poli A. En sus estudios 
observaron que по se requiere la presencia de las secuencias poli A para 
la fiel traducción del mensaje, aun cuando su eficacia disminuye en parte. 


Es de interés destacar otro caso interesante, como el del ARN 
mensajero, utilizado para la síntesis de las histonas, el cual no posee 
secuencias poli A en su estructura y, sin embargo, es capaz de funcio- 
nar con eficiencia como codificador en la síntesis de esas proteín 


ARN NUCLEAR DE BAJO PESO MOLECULAR 


Además del ARN nucleolar de alto peso molecular que es precur- 
sor del ARN ribosomal debido a una actividad de la ARN polimerasa 
resistente a la a-amanitina, y del ARN nucleoplasmático heterogéneo 
formado por diversas especies moleculares y que en parte va a ser 
precursor del ARN mensajero citoplasmático en una reacción sensible 
a la G-amanitina, es posible detectar en el núcleo la presencia de un 
tercer tipo de ARN, pero de bajo peso molecular, tanto en el nucleolo 
como fuera de él. 


Algunas de las características diferenciales de estos ARN nuclea- 
res de bajo peso molecular son: 
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1. Tamaño entre 100 у 300 nucleótidos (en comparación con el ARN de 
transferencia, cuyotamaño es de aproximadamente 70 nucleótidos, y el 
ARN5S, cuya longitud es de 120 nucleótidos), (Weinberg y Penman, 1968). 


2. Escaso recambio, en contraste con los tipos de ARN de alto pe- 
so molecular, los cuales tienen una vida media muy breve (Weinberg y 
Penman, 1969. 


3. Localización preferencial de ciertos tipos de ARN de bajo peso 
molecular, bien sea sólo en el nucleolo o fuera de él, 


4. Los patrones del ARN nuclear de bajo peso molecular obteni- 
dos electroforéticamente son altamente reproducibles para cada tipo ce- 
lular, y su composición de bases purínicas y pirimidínicas difiere de la 
de los ARN de alto peso molecular detectables en el núcleo. 


5. Una prueba adicional de que estos tipos de ARN nuclear de bajo 
peso molecular son especies nativas del núcleo con una función biológi- 
ca determinada y no corresponden a una simple degradación de otros 
ARN de mayor peso molecular la dan experimentos en que se extraen 
los ARN de bajo peso molecular del núcleo y se añaden ARN del tipo ri- 
bosomal 185 y28S marcados radiactivamente. En este tipo de experi- 
mentos se recupera е! material radiactivo en su peso molecular origi- 
nal a la vez que зе obtienen las fracciones del АВМ nuclear de bajo 
резо molecular. 


Entre las posibles funciones del ARN nuclear de bajo peso molecu- 
lar cabe señalar que: a) está vinculado con procesos de activación genó- 
mica, según la teoría propuesta por Holmes y colaboradores (véase la 
pág. 10); Ь) es componente estructural de la cromatina, como espacia- 
dor о señalador de regiones intranucleares; y с) es iniciador o "primer! 
de la síntesis del ADN. 


MODIFICACIÓN POSTRANSCRIPCIONAL DE LOS ARN EUCARIOTICOS 
COMO REQUISITO ESENCIAL PARA SU INTEGRIDAD FUNCIONAL 


A diferencia de la situación prevalecente en la síntesis del ARN 
en procariotes, en donde ocurre un limitado procesamiento del ARN 
sintetizado por las células, en eucariotes parece ocurrir como un fenó= 
meno general que los tipos de ARN que participan enlas diversas etapas de 
la biosíntesis de las proteínas en el citoplasma, tales como ARN men= 
sajero, ribosomal, de transferencia y ARN 5 S, son todos sinteti- 
zados en el múcleo, si bien en macromoléculas de tamaño mayor que 
las que finalmente aparecen enel citoplasma. Desde el punto de vista г 
gulatorio, es sumamente importante entender los factores que determi 
nan tal procesamiento ya que estos pueden decidir si una proteína o ARN 
mensajero, esencial en procesos regulatorios, уа a ser utilizada o no, 
En el caso del ARN ribosomal, parece ser que el precursor de alto peso 
molecular (455) que finalmente origina las formas 18 5 y 28 5 posee 
ciertas secuencias que sonmetiladas selectivamente, señalando así re- 
giones que resultan protegidas del procesamiento degradativo de пи- 
cleasas nucleolares. De minera análoga, la inserciónde secuencias poli 
А en ciertas regiones del ARN nucleoplasmático heterogéneo de muybre= 
ve vida media parece señalara las enzimas nucleoliticas correspondien- 
tes áreas que deben respetarse para su transporte al citoplasma, ya que 


presumiblemente tales áreas interaccionan con proteínas que facilitan 
la movilización del ARN nucleoplasmático poliadenilado al citoplasma 
para su subsiguiente uso como ARN mensajero. 


De gran importancia en estos procesos pueden ser ciertos factores 
proteicos citoplasmáticos, una de cuyas funciones seria regular la li- 
beración del ARN mensajerodel núcleo celular. Tales factores han si- 
do aislados de células hepáticas de rata, e incluyen elementos de mn- 
dulación positiva o negativa que bien pueden acentuar o retrasar la 
liberación del ARN mensajero nuclear (Schumm, McNamara y Webb, 
1973). 
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VINCULACIONES DE LA MEMBRANA EXTERNA CON PROCESOS DE 
REGULACION CELULAR 


Al extraerse de su hábitat in vivo, fibroblastos y células epitelia- 
les son capaces de proliferar in vitro en presencia de nutrientes esen- 
ciales. Tales células requieren además factores macromoleculares 
de crecimiento usualmente presentes en el suero, Sin embargo, una 
diferencia clara entre las células normales y las malignas in vitro es 
la absoluta dependencia de anclaje que tienen las primeras para poder 
proliferar, condición que se refiere a la necesidad de estar en contac- 
to con una superficie para multiplicarse y el no poder hacerlo estando 
en suspensión (Stoker, O'Neill, Berryman y Waxman, 1968). 


Sin embargo, luego de diversos pases en cultivo, o subsiguiente- 
mente a la exposición de virus tumorales o carcinógenos, las células 
normales adquieren independencia de anclaje. 


Ahora bien, correspondientemente con la independencia de anclaje, 
las células malignas al ser colocadas sobre superficies de crecimien- 
to (bien sea vidrio o plástico) proliferan y cubren no sólo toda la su- 
perficie disponible sino que incluso, al cubrirla por completo (mono- 
capa completa), tienden a formar multicapas apilándose las unas sobre 
las otras. 


Este comportarniento contrasta de manera notable con el de las c&- 
lulas normales, las cuales si bien crecen con rapidez comparable a la 
de las células malignas, completan únicamente una monocapa y dejan 
de crecer al entrar en contacto con las células vecin: Esta propie- 
dad característica de las células normales se denomina inhibición por 
contacto o más bien inhibición depondiente de la densidad celular. 


Las propiedades de dependencia de anolaje e inhibición por contae- 
to ponen de manifiesto la vinculación de la membrana celular externa 
y sus contactos con el medio externo conimportantes procesos que con- 
trolan la proliferación celular. En apoyo del criterio de que un con- 
tacto intercelular es fundamental para controlar la proliferación, cabe 
destacar que las células normales que dejan de crecer al establecerse 
un cultivo confluente en donde todas las células están en contacto, rea- 
nudan el crecimiento en áreas donde mecánicamente se produce una 
lesión que separa el íntimo contacto entre células confluentes. Lo in- 
teresante es que al reanudarse el crecimiento éste no ocurre sino ex- 
clusivamente en zonas adyacentes a la lesión, tal como ocurriría en un 
proceso normal de cicatrización. 
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establecerse contacto con otras células, parece deberse no sólo a la 
falta de inhibición por contacto en las células malignas, sino que tam- 
bién se aplica а la disponibilidad de nutrientes, La proliferación de 
células, tanto normales como malignas, requiere de ciertos factores 
presentes en el suero, pero en condiciones de limitación de suero u 
Otros nutrientes, las células normales tienen su sistema de señales 
externas que de inmediato reconoce la carencia de factores nutriciona- 
les importantes. Tal reconocimiento lleva a una actividad conserva- 
cionista por parte de la célula normal, la cual disminuye за actividad 
metabólica y tiende a detenerse сп la fase 05-0; de reposo relativo. En 
cambio, las células malignas, bajo condiciones comparables de limi- 
tación de nutrientes, no son capaces de reconocer tal situación y con- 
tinúan su proliferación incontrolada que puede llevar a grados adicio- 
vales de desequilibrio metabólico 


ALTERACIONES EN LA MEMBRANA EXTERNA VINCULADAS AL 
PROCESO DE PROLIFERACIÓN 


Numerosos estudios comparativos de preparaciones de membranas 
plasmáticas extraídas de células normales y malignas han revelado di- 
versas diferencias en los tipos de proteínas y de glicoprotefnas detec- 
tables en esas preparaciones. 


Así, varios laboratorios han realizado experimentos para estudiar 
los glicopéptidos externos de células normales y malígnas. Enalgunos 
estudios de este tipo, se pudo observar que células normales on proli- 
feraciön o células malignas exhiben un enriquecimiento en glicopéptidos 
de alto peso molecular en comparación con células normales de escasa 
proliferación (Buck, Glick y Warren, 1970). 


Sin embargo, si bien tales resultados han sido confirmados y am- 
pliados por otros laboratorios, ве ha podido establecer que la diferen- 
cia en cuestión sóloes detectable cuando se comparan células marcadas 
radiactivamente con fucosa y glucosamina, pero no cuando se emplea 
manosa como precursor de glicoproteínas (Ceccarini, 1975). 


Además delos estudios recién mencionados sobre glicopéptidos, se 
ha intentado definir las posibles diferencias de protefnas externas еп- 
tre células "normales" y células "malignas" derivadas. Tales estu- 
dios, iniciados por Hynes (1973), demostraron la pérdida de una protef- 
na de alto peso molecular en células malignas y en células normales 
tripsinizadas. 


Para lograr una mejor interprotación de estos resultados y evitar la 
comparación de células normales con células malignas que se obtienen 
en cultivo luego de varias generaciones a partir de células normales tra- 
tadas con virus tumorales o carcinógenos, nuestro laboratorio decidió 
estudiar alteraciones de la membrana externa en un sistema de fibro- 
blastos de rata, en donde se puede examinar simultáneamente la expre- 
sión del estado maligno o del normal mediante modificaciones fenotípicas 
de temperatura (Riebere Irwin, 1974). Esto es posible gracias a un vi- 
rus tumoral derivado del sarcoma de Rous que condiciona su transfor= 
mación a la temperatura, siendo efectivo а 33°С y restringido a 37°С. 


La figura | muestra la comparación morfológica de células de rata 
transformadas por el virus aludido. А la izquierda se observa la mor- 
fologia tipica de las células normales, que crecen de manera esencial- 
mente pareja y uniforme, y lenan en su totalidad los espacios debido a 
su mayor adherencia a la superficie de crecimiento. A 1а derecha, se 
ven las células propagadas a 33”C, que muestran la morfología típica 
de las células malignas, con un crecimiento desordenado y con cierta 
superposición intercelular, asY como diversos espacios que revelan el 
menor grado de adherencia a la superficie de crecimiento. 


Pig. 1. Morfologia típica de fibroblastos: a) normales; b) malignos. 
Aumento 100 X en microscopia de luz. Nótese, a la izquierda, la escasa 
refractibilidad de la monocapa de células "normales", que contrasta con 
la manor adherencia y tendencia а la superposición de las células "na- 
ignas", a la derecha. 


Si se someten las preparaciones de membrana plasmática externa a 
fraccionamiento por electroforesis en geles de poliacrilamida y se 
comparan las glicoprotefnas presentes en cada preparación, es posi- 
ble detectar (Fig. 2) que la mayoria de los componentes son iguales 
en ambos casos, con excepción del primero, de menor migración, que 
aparece sólo en membranas plasmáticas de células que manifiestan el 
fenotipo normal, pero no en células que exhiben el fenotipo maligno. 
Si bien estas observaciones concuerdan con las de Hynes (1973), quien 
concluyó que la ausencia de tales componentes de alto peso molecular 
es una caracteristica de las células malignas, lo significativo de nues- 
tras observaciones (Rieber € Irwin, 1974) consistió en demostrar que, 
incluso en células malignas, es posible hacer reaparecer glicoproteínas 
de alto peso molecular de la membrana, cuando se dan las condiciones 
que disminuyen la velocidad de proliferación. La importancia de esta ob- 
servación ев que las células malignas poseen la capacidad de sintetizar 
tales macromoléculas vinculadas al control de la proliferación, pero es 
muy probable que no las retengan una vez sintetizadas, Esto ha sido 
comprobado experimentalmente en estudios más recientes en nuestro 
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laboratorio (Rieber, Bacalao y Alonso, 
diferencia fundamental entre células que exhiben propiedades 


1975), demostrándose que la 
"norma- 


les" y "malignas" no estriba sólo en la carencia de una glicoproteína 
externa de alto peso molecular (Fig. 3), sino también en la considera- 
ble mayor pérdida de tal componente por parte de las células malignas, 
que lo liberan con más rapidez al medio externo. 


Fig. 3. Autorradiografía de geles de 
poliacrilamida de material celular 
marcado en su membrana externa por 
radioyodación enzimática (Rieber, Ba- 
calao y Alonso, 1975), Izquierda: 
patrón de yodación de сёл 
les, Derecha: patrón de yodac 
células malignas, según зе 
on la Figura 1. 


ulas norma= 
de 


Nótese a la 
da que la mayor parte de la radioac 
tividad (células normales) aparece 
localizada sobre todo en una sola re- 
gión superior, indicativa de la escasa 
movilidud electroforética у el alto 
peso molecular n contraste, a la 
derecha, material yodinado de células 
malignas emigra fundamentalmente en 
zonas de mayor movilidad electrofo- 
váric 


Fig. 2. Cel de poliacrilamida 
de preparaciones de membrana 
plasmática de fibroblastos: А) 
malignos у В) normales, que 
corresponden a preparaciones 
de células como las descritas 
en igura 1, La flecha se- 
fala la zona de diferencia de 
glicoproteínas localizadas en 
los geles por efecto de la 
reacción de Schiff, 


A más delas diferencias mencionadas ya entrelas células normales 
y las malignas respecto a las glicoproteínas externas, dependencia de 
anclaje, inhibición dependiente de la densidad y la morfología alterada, 


se ha podido establecer también que las células malignas suelen ехре- 
rimentar una mayor capacidad de aglutinación en presencia de lectinas, 
que son glicoprotelnas vegetales cuyo prototipo es la concanavalina А. 


Esta propiedad de mayor aglutinación a concentraciones bajas de 
lectinas ocurre en numerosos y diversos casos en los cuales se mani- 
fiestan caracteres malignos, auncuando en algunos sistemas celulares 
no hay una absoluta correlación entre la mayor capacidad de aglutina- 
ción y la expresión celular de caracteres malignos. 


Sin embargo, variaciones de interacción con la lectina concanavalina 
A fluorescente durante el ciclo celular sí parecen ser frecuentes (Shoham 
ySachs, 1972), revelando otra situación en que fluctúan tanto receptores 
externos para lectinas, como otros componentes de la membrana exter- 
na. El ejemplo más claro de la mediación de componentes externos en la 
capacidad de aglutinaciön de las células normales o malignas lo dan ex- 
perimentos en los cuales se observa que la menor capacidad de aglutina- 
ción relativa de las células normales se incrementa a los niveles usua- 
les de aglutinación de las células malignas por breve proteolisis con 
tripsina insoluble, que sólo interactúa con la superficie externa y по es 
incorporada por la célula expuesta a ella en virtud de su insolubilidad. 


Es de destacar que la mayor capacidad de aglutinación observada en 
comparaciones relativas de células normales y malignas no se explica 
asumiendo que hay un mayor número de receptores para glicoproteinas 
aglutinantes, como la concanavalina A. Diversos autores han comuni- 
cado que la concanavalina A, marcador radiactivo, es fijada por igual 
por receptores presentes en células normales y malignas, lo cual рго- 
bablemente indica que no hay diferencia en el número de receptores pa- 
ra la concanavalina A entre una célula normal y una maligna. Sin ет- 
bargo, aunque el número absoluto de receptores por célula puede 
compararse, el hecho de que fibroblastos que manifiestan el fenotipo 
maligno tienden a adherirse menos sobre la superficie de crecimiento 
(véase la Fig. 1) puede determinar un diferente grado de aplanamiento 
y exposición de los componentes externos. Recientemente, se ha cal- 
culado que en fibroblastos de ratón derivados de la cepa 373 hay aproxi- 
madamente 3 X 10” sitios para la retención de la concanavalina A, va- 
lor en esencia idéntico al encontrado respecto a células fibroblásticas 
similares que han sido transformadas por el virus oncogénico SV-40, 
у dan lugar a la línea celular SV-3T3 (Collard y Temmink, 1975). 


Ahora bien, cálculos de la zona que se expone en cada caso indican 
que en fibroblastos "normales"! 373 hay aproximadamente 6 X 10° sitios 
para la retención de la concanavalina A por um”, en tanto que por el 
menor tamaño de los fibroblastos "malignos" SV-3T3, estos poseen 
alrededor de 37 X 10° sitios, lo que bien podria explicar la significativa 
mayor capacidad de aglutinación de estas células como respuesta a la 
presencia de la concanavalina A (Collard y Temmink, 1975) 


Otra posible explicación de la diferente capacidad de aglutina- 
ción entre las células normales у las malignas, en presencia de lec- 
tinas, puede ser el número absoluto de sitios de interacción con 
la lectina, así como también una distinta distribución de tales si- 
tios de interacción dentro de la membrana externa de cada tipo de 
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célula. Tal diferencia se ha detectado en estudios realizados con 
concanavalina A conjugada con ferritina, y han permitido observar 
la localización de la lectina durante su interacción con sistemas celu- 
lares. De tales estudios (Nicolson, 1972) se concluye que los fibro- 
blastos "normales" exhiben una distribución dispersa de la lectina a 
través de la periferia celular. Por el contrario, células "normales" 
tripsinizadas para modificar las proteínas externas, o células ''malig- 
nas'', muestran acumulación preferente de la lectina en ciertos sitios o 
"manchas", а 37°С. 


Resulta de particular interés mencionar que cuando las células trip- 
sinizadas y las malignas se examinana una temperatura de 4°C, oluego 
de la fijación con glutaraldehfdo, muestran una localización de la lec» 
tina idéntica a la exhibida por células normales, lo cual indica que la 
formación de cúmulos o "manchas" requiere una significativa movili- 
dad de los receptores de la membrana, movilidad que disminuye a 4°C 
о se anula por fijación con glutaraldehído. La vinculación directa de 
estas observaciones demovilidad de receptores de membrana en el са- 
so de lectinas con el fenómeno de la capacidad de aglutinación distin= 
ta de las células normales y de las malignas es obvia al comprobarse 
que las condiciones de fijación de la membrana con glutaraldehido y la 
exposición a bajas temperaturas disminuyen la capacidad de aglutina» 
ción de las células "malignas" o células "normales" tripsinizadas, las 
cualos pueden recuperar dicha capacidad al pasar de 4° a 37°С. 


Todos estos experimentos muestranuna vinculación muy importante 
entre elproceso de la expresión de propiedades malignas, la movilidad 
de receptores, la capacidad de aglutinación celular y la presencia de 
protefnas removibles por proteólisis de células normales, las cuales 
adquieren un comportamiento similar al de las células malignas al me- 
nos en lo que se refiere a movilidad de receptores y aglutinación. 


ENZIMAS PROTEOLÍTICAS LIBERADAS POR CÉLULAS PROLIFE- 
RANTES Y MALIGNAS 


La similitud delos efectos producidos porla transformación malig- 
na y el tratamiento proteolitico sobre las propiedades de aglutinación, 
movilidad de receptores y patrón de glicoprotefnas externas ha estimu- 
lado el estudio de la participación de las enzimas proteoliticas libera- 
das por la célula en la expresión de propiedades malignas. 


Ental sentido, зе ha observado (Unkeless, Tobia, Ossowski, Quigley, 
Rifkin у Reich, 1973) que una gran variedad de cultivos celulares trans- 
formados por virus muestran actividad proteolítica significativamente 
más acentuada que la exhibida por las células normales correspondientes 


La razón de esta actividad proteolitica de las células malignas pa- 
rece deberse a la interacción de una protefna del suero que ha sido 
identificada como plasminógeno, el cual podría ser activado por un 
factor liberado por las células proliferantes, Según Rifkin, Loeb, 
Moore y Reich (1974), este factor tendria todas las propiedades co- 
rrespondientes a un activador de plasminógeno. 


Los experimentos de Unkeless y colaboradores (1973) han puesto en 
evidencia una correlación bastante buena entre la expresión de propie- 
dades malignas y la liberación de factores activadores de plasminége- 
no; y estas observaciones se han confirmado en melanoma de ratón, 
donde se correlaciona un decrecimiento en la tumorigenicidad con una 
correspondiente disminución enla producción de activador(es) de plas- 
minógeno (Christman, Silagi, Newcomb, Silverstein y Acs, 1975). Sin 
embargo, Mott, Fabisch, Sani y Sorof (1974) están en desacuerdo de 
que haya una correlación concreta entre la expresión dela transforma- 
ción maligna y la liberación de actividad fibrinolitica (proteoiftica). Mott 
y colaboradores (1974) han examinado diez tipos de sistemas celulares 
diferentes y han concluido que los niveles de actividad fibrinolftica no 
son correlacionables con el estado de transformación maligna, ya que 
observan diversas líneas de células normales que exhiben mayor activi- 
dad fibrinolítica que la de células malignas, aunque lo contrario también 
ocurre en diversos casos. Lo único que puede concluirse es que la 
mayor actividad fibrinolitica per ве no es un indicador absoluto del 
grado de normalidad celular, sino que más bien puede constituir un pa~ 
rámetro interesante de activación celular sobre todo si se lo relaciona 
con Órganos que cumplen funciones específicas. 


También es probable que la fibrinolisis inducida por la activación 
del plasminögeno no sea el único tipo de actividad proteolitica que ex- 
perimente fluctuación durante alteraciones celulares. 


En apoyo a este criterio, Chen y Buchanan [1975)han observado que 
la expresión de funciones malignas, tales como fibrinolisis, permeabi- 
lidad y morfología alterada, puede ocurrir independientemente de la 
presencia del plasminögeno, 
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NUCLEÖTIDOS CÍCLICOS Y EL CONTROL DEL CRECIMIENTO 
CELULAR 


Si bien en multitud de estudios fisiológicos se le ha asignado al AMP 
cřclico el papel de mediador del efecto de diversas hormonas, по fue 
sino hasta 1968 que Bürk observó que la cafeína y la teofilina, que im= 
piden la degradación del AMP cíclico, son capaces de afectar el creci- 
miento de cultivos celulares de hámster (ВНК). Subsiguientemente, se 
ha podido establecer que la capacidad de proliferación de multitud de 
sistemas celulares es afectada, bien sea por agentes que impiden la 
degradación del AMP cfclico, entre ellos la cafeína y la teofilina (que 
afectan la actividad de las AMP ciclicofosfodiesterasas), о por media» 
ción de agentes como las prostaglandinas, que incrementan la actividad 
de la adenilciclasa, enzima a la que se debe la síntesis del AMP cicli- 
со (Pastan, Johnson y Anderson, 1975). 


Los resultados que realmente marcaron el comienzo de una gran 
ofensiva de investigación relacionada con el AMP cíclico y el control de 
la proliferación se debieron а Hsie y Puck (1971) y a Johnson, Friedman 
y Pastan (1971). 


Los grupos en cuestión observaron que células malignas de ratón y 
de hámster son capaces de experimentar de manera reversible altera- 
ciones morfológicas que demuestran un cierto retorno hacia propieda- 
des celulares normales, así como una disminución en la velocidad de 
proliferación. Poco después, diversos laboratorios hallaron que célu- 
las normales experimentan fluctuaciones en sus niveles intracelularos 
de AMP cíclico, Entre los experimentos más representativos, cabe 
destacar los de Burger, Bombik, Breckenridge y Sheppard (1972), quie- 
nes estudiaron una población de fibroblastos normales de ratón Balb 
C/3T3 y observaron que, en comparación con sistemas de activa proli- 
feración, las células en 0, tienen un mayor contenido intracelular de 
AMP cfelico, 


En tal sistema se pudo demostrar que, en el intervalo de minutos 
subsiguiente al estímulo de células latentes con factores de suero о 
enzimas proteoliticas, se producía una disminución significativa en los 
niveles celulares de AMP cíclico, valor que llegaba a su expresión más 
baja durante la mitosis. Resulta interesante mencionar que Burger y 
colaboradores (1972) pudieron demostrar que el estímulo a la prolife- 
ración era inefectivo cuando éste se suministraba en fase o a fibro- 
blastos Balb C/3T3 conjuntamente con niveles micromolares de AMP 
cíclico. Todas estas observaciones permiten concluir que el AMP ci- 
clico está directamente involucrado en la proliferación celular regular 
en el sistema descrito. 
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Aparte del AMP cfclico, otros autores han discutido la posible fun- 
ción del GMP ciclico en el crecimiento celular. Kram y Tomkins (1973) 
probaron que el efecto inhibitorio del AMP cíclico sobre la proliferación 
de fibroblastos de ratón se puede impedir por la adición simultánea de 
GMP ciclico. 


Continuando las observaciones de Burger y colaboradores (1972), 
según las cuales el AMP cfclico intracelular alcanza su nivel máximo 
en células бо en reposo, lo que determina la inhibición de la síntesis 
del ADN, Seifert y Rudland (1974) hallaron que el СМР ciclico exógeno 
añadido a cultivos latentes (fo) de fibroblastos de ratón promueve un 
incremento sustancial en la síntesis del ADN. A la luz de las observa- 
ciones hechas por Burger y colaboradores (1972) de que el AMP ciclico 
disminuye a la mitad a los pocos minutos de ser estimulada la prolife- 
ración celular, Seifert y Rudland (1974) confirmaron que los niveles 
de СМР cíclico aumentan alrededor de 10 veces cuando se añaden fac- 
tores de suero u otros, que promueven la proliferación celular. 


Hallazgos similares han sido comunicados por Hadden, Hadden, 
Haddox y Goldberg (1972), según los cuales el GMP efclico aumenta tran- 
sitoriamente en sistemas inducidos a proliferar. Estos investigadores 
demostraron que concentraciones de concanavalina А óptimas para la 
blastogénesis de linfocitos son capaces de producir incrementos de 10 
a 50 veces en la concentración del GMP cíclico de los linfocitos. 


Las fluctuaciones del GMP cfclico mencionadas llevaron а Hadden y 
colaboradores (1972) y a Seifert y Rudland (1974) a considerar que los 
incrementos temporales en el GMP ciclico están Intimamente relacio- 
nados con señales positivas que preceden a la proliferación, las que 
son controladas por el AMP cíclico que actuara entonces como agente 
antimitogénico encargado de regular la señal positiva del GMP efclico, 


A pesar de las observaciones mencionadas sobre los efectos арагеп- 
temente antagónicos del GMP y del AMP cfclicos, estudios más recien- 
tes de Nesbitt, Anderson, Miller, Pastan, Russell y Gospodarowicz 
(1976) señalan resultados diferentes respecto al GMP ciclico. 


En efecto, Nesbitt y colaboradores (1976) han observado en ех- 
tractos de células "normales" de ratón Balb/C y de rata NRK, que la acti- 
vidad de síntesis del GMP cfelico inducida por la guanilciclasa durante 
la proliferación acelerada es baja, pero aumenta cuando el crecimiento 
se hace más lento en cultivos celulares densos. Por el contrario, ex- 
tractos de diversas líneas celulares malignas derivadas de las arriba 
mencionadas (Balb/C y NRK) manifiestan en todo momento una minima 
actividad, lo cual concuerda con los niveles intracelulares sumamente 
bajos del GMP cíclico, en comparación con los detectables en las co- 
rrespondientes células normales. Estos resultados no apoyan por cier- 
to el criterio de que una elevación en los niveles del GMP ciclico sea 
la señal positiva de estímulo a la proliferación. 


POSIBLE MECANISMO DE ACCIÓN DE LOS NUCLEÓTIDOS CÍCLICOS 


Coincidente con su característica de impedir la proliferación celu- 
lar, se ha observado que el AMP cfclico y sus análogos son capaces de 


alterarla capacidad celular de incorporar nutrientes, capacidad que es 
antagonizada por altas concentraciones de suero (Rozengurt y Pardee, 
1972). 


Esto hace pensar que el crecimiento de las células de mamiferos 
está controlado por mitógenos usualmente presentes en el suero como 
nutrientes (Holley, 1975), los cuales son capaces de contrarrestar un 
posible comportamiento antimitógeno del AMP cfclico. 


Es interesante observar que diversos efectos del AMP cfclico, ta- 
les como su capacidad de modificar la morfología de células malignas, 
son antagonizados por agentes tales como la colchicina y la vinblastina 
(Hsie y Puck, 1971), capaces de modificar la forma y adherencia celu- 
lar, y afectar la organización de los microtubulos intracelulares, que 
son particularmente sensitivos a las drogas mencionadas (Kram y 
Tomkins, 1973). Valela pena mencionar brevemente aquí (véase el ar- 
tículo de Pastan y colaboradores, 1975), que los niveles intracelulares 
del AMP cřclico son regulables a base de factores que condicionan: 


а) su síntesis, causada por la adenilciclasa, enzima localizada en la 
membrana plasmática de la célula; 


b) su degradación, causada por las AMP cTclico fosfodiesterasas; 


<} su interacción con proteínas receptoras, las cuales suelen existir 
en asociación con protelnas quinasas, enzimas que participan en la 
fosforilación de protetnas cuando se liberan de su interacción con 
los receptores del AMP cfclico. 


Esta última propiedad hace que una de las maneras como el AMP 
cíclico expresa su capacidad de regulación sea influenciando selectiva- 
mente la fosforilación de proteínas. En este sentido, estudiosen nues- 
tro laboratorio (Rieber y Bacalao, 1973) han mostrado que, bajo las 
mismas condiciones en que el AMP cfclico modifica la proliferación 
de células dehämster, produce también una modificación cualitativa en 
la fosforilación de proteínas de la membrana externa de las células. 


Sin embargo, tal acción del AMP cfclico en la fosforilación de pro- 
teínas no selimita a alteraciones en las proteínas de la membrana, sino 
que parece ser bastante más general. Comoejemplo, Riebery Bacalao 
(1974 a) han observado que ciertas condiciones que impiden la entrada 
de células de hámster ala fase de síntesis del ADN, tales como la adi- 
ción de AMP cfclico o la exposición a temperaturas de 40°С que impi- 
den la proliferación, coinciden en producir una alteración selectiva en 
la fosforilación de las proteínas nucleares. 


Finalmente, MacKenzie y Stellwagen (1974) han comparado las 
proteínas receptoras del AMP cfclico, asf como las correspondien- 
tes protefnoquinasas, en células de hepatoma e higado normal. Es- 
ta comparación ha revelado que las células malignas de hepatoma 
son deficientes en uno de los dos tipos principales de protefnoqui- 
nasas dependientes del AMP cfclico, y que se detectan en extrac- 
tos de higado normal. 


a 
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Es probable que una de las maneras en que el AMP cfclico influen- 
cia la modulación celular sea por medio de su vinculación diferencial 
con proteínas receptoras, io cual puede determinar alteracionesimpor- 
tantes en la fosforilación de las proteínas, tanto nucleares, como cito- 
plasmáticas, y de las membranas. 


Otros resultados recientes obtenidos en nuestro laboratorio (Rieber 
y Bacalao, 1976) indican que el AMP efclico y los agentes que promue- 
ven su incremento intracelular, entre ellos, por ejemplo, la toxina del 
cólera, son capaces de modificar selectivamente la glicosilación de las 
proteínas de alto peso molecular, en especial en el caso de células 
maligna: 


Esta observación es otra demostración de la multiplicidad de efec- 
tos de los nucleótidos cíclicos en parámetros vinculados con la regula- 
ción celular, 
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ONCOGENES Y LOS PROCESOS DE INDUCCIÓN DE VIRUS 
TUMORALES ENDÖGENOS 


En 1951, Gross demostró que extractos preparados de tejidos de 
ratón leucémico eran capaces de inducir leucemia o linfosarcoma al ser 
inoculados en ratones recién nacidos de cepas no leucémicas. 


Experimentos posteriores con la ayuda de sistemas de fracciona- 
miento y purificación más refinados han permitido establecer que el 
factor al que se debe la transmisión de leucemia en ratón es un virus 
cuyo material genético es un ARN, detectable en medio extracelular de 
células infectadas mediante técnicas de microscopia electrónica o por en- 
sayos de transcriptasa reversa (véase la pág. 22). El virus en cues- 
tión se caracteriza en cuanto a su ultraestructura como una partícula 
esférica de 90 a 110 mu con un nucleoide simétrico centrado, denso 
a los electrones, cuyo diámetro es de 70 mu. También es posible de- 
tectar pequeñ jalientes externos a modo de espfculas. Este nucleoi- 
de está constituido esencialmente por ARN de cadena sencilla de un 
peso molecuar 1 x 10” daltones que, en un gradiente de sacarosa, se- 
dimenta en la posición correspondiente a coeficientes de sedimenta- 
ción de 60 a 70 5. 


Es interesante destacar que la parte proteica del virión comprende 
diversos polipéptidos con actividad enzimática, y en particular la trans- 
criptasa reversa, enzima que determina la actividad del virus. En la 
mayorfa de los animales en los que se desarrollan tumores, se ha po- 
dido detectar la presencia de un virus que corresponde а la descripción 
hecha antes de las partículas С. Esto llevó a Huebner y Todaro (1969) 
a postular que la presencia de partículas С corresponde a la expresión 
de oncogenes, 


La teorfa en cuestión supone que la aparición de tumores en mamf- 
feros puede ser estimulada por efecto de carcinógenos, radiación, еп- 
vejecimiento u otros procesos virales coadyuvantes. Sin embargo, ta- 
les factores estimularfan esencialmente un proceso natural de expresión 
contenido en elindividuo "normal", en la forma de oncogenes, los cua- 
les al activarse permitirfan la expresión de virogenes, que contienen 
la información necesaria para la expresión de las partículas 0, La 
consecuencia fundamental a que se llega es que las células de todos los 
vertebrados podrían transmitir, por medio del mecanismo de la heren- 
cia, información de virogenes de padres a hijos (transmisión vertical), 
lo cual actuaría como fuente endógena de una potencial transformación 
maligna que convertiría a células normales en tumorales. 


En apoyo de esta teoría de Huebner y Todaro (1969): 


a) Se han podido detectar partículas de virus tumorales ARN del 
tipo 0 en casi todas las especies de vertebrados examinadas. 
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b) Estas particulas son capaces de producir tumores y leucemia en 
rodeores mediante inoculación о cohabitación (transmisión ho- 
rizontal). 


©) Cepas de ratón exhiben una baja incidencia espontánea de tumo- 
res en elanimal sano, en condiciones en las cuales no se detec- 
tan partículas 0. Sin embargo, estas partículas sí se hacen 
detectables en animales más viejos, en los que los tumores se 
manifiestan con más frecuencia. 


Otra manera de explicar la existencia de las partículas С de virus 
tumorales ARN durante la aparición de tumores y la transformación 
maligna es la propuesta por la teoría del protovirus dada a conocer por 
Temin (1971). En contraste con la teoría del oncogene de Huebner у 
Todaro (1969), Temin supone quelos virus causantes de la tumorigéne- 
sis no preexisten en sistemas celulares normales, sino que su presen- 
cia se puede atribuir a la información en los virus tumorales ARN y a 
la transcripción del ARN viral por la transcriptasa reversa, lo cual pro- 
ducirfa un ADN viral que se integrarfa durante cl proceso de malignidad. 


Соп respectoa ambas teorías, es de interés destacar Ins resultados 
nbtenidos con las partículas 0 que se pueden aislar de tumores en si 
temas genéticamente bien definidos, como los de ratón. 


En esta especio biológica es posible detectar partículas virales del 
tipo 0, denominadas homorrópicze, debido a que son virus de ratón ca- 
paces de infectar células de la misma especie, Sin embargo, se ha 
observado en muchos casos que células de ratón producen partículas 7 
que sonincapaces deinfectar a células de la misma espocie, aun cuan- 
do transforman en malignas a células de otras especies (Lowy, Teich 
y Chattopadhyay, 1974). 


Estos virus tumorales ARN con características de partículas С se 
denominan zenstnöptace. 


INDUCCIÓN DEVIRUS TUMORALES TIPO CEN CÉLULAS NORMALES 
O NO PRODUCTORAS 


Estudios hechos en sistomas celulares clonados libres de particu- 
las ©, provenientes de embriones de ratón de la сера AKR --de alta in- 
cadencia espontánea de leucemia -- mostraron que tales células, no pro- 
ductoras de virus, pueden ser notablemente estimuladas a producir 
partículas © ві se las expone a piridinas halogenadas, tales como la bro- 
modeoxiuridina o yododeoxiuridina (Lowy, Rowe, Teich y Hartley, 1971). 
Un probable modo de acción de las piridiminas halogenadas en el pro- 
ceso de inducción de partículas О puede ser que talos compuestos, que 
son análogos a la timidina, sustituyeran parcialmente a ese componen- 
te usual del ADN, alterando procesos regulatorios dentro de la célula 
que por logeneralimpedirfanla expresión de las particulas latentes. En 
apoyo de esta interpretación, seha encontrado que la bromodeoxiuridina 
tiene multitud de efectos sobre la expresión selectiva de diferenciación, 
y que en todos los casos es necesario que el análogo sea incorporado 
por células activas en fase de síntesis del ADN, con excepción de cé- 
lulas de neuroblastoma (Schubert y Jacob, 1970). 


Sin embargo, otros investigadores han logrado inducir la produc- 
ción de virus tumorales del tipo 2 con ayuda de procesos diferentes a 
los mediados por pirimidinas halogenadas. 


En particular, Aaronson y Duna (1974) lograron inducir partículas 
C por tratamiento con cicloheximida de células no productoras, La 
cicloheximida es un inhibidor efectivo de la síntesis de proteinas cito- 
plasmáticas. Paran, Gallo, Richarson y Wu (1973) también han indu- 
cido la producción de partículas virales tipo С por tratamiento de células 
con glucocorticosteroides. 


Todos estos resultados y la sorprendente observación de que el tran 
tamiento con concentraciones sufrafisiológicas de AMP cfelico (Tihon y 
Green, 1973) también induce la formación de partículas C, es indicati- 
vo de que cualquier agente que altere el delicado balance que prevalece 
durante los procesos normales de regulación celular puede llevar a la 
expresión de funciones malignas. 


MARCADORES VIRALES ASOCIADOS A PROCESOS DE CÁNCER EN 
SERES HUMANOS 


Tras la detección de la transcriptasa reversa en fracciones subce- 
lulares de células leucémicas humanas (Sangadharan, Sarin, Reitz y 
Gallo, 1972) у la demostración de que la enzima en cuestión está inmu- 
nológicamente relacionada con partículas virales tipo 2 de primates у 
по con otras ADN polimerasas celulares, se ha hecho un gran esfuerzo 
para descubrir, bien sea un virus del cáncer humano, o la presencia de 
soñales virales adicionales en pacientes cancerosos. Kotler, Weinberg, 
Haspel, Olshevsky y Becker (1973) estudiaron la presencia de partfcu- 
las virales tipo С en individuos normales y en pacientes con leucemia 
linfocitica, y lograron detectar la inducción de partículas 2 en cultivos 
de leucocitos de pacientes leucémicos cuando dichos cultivos eran in= 
cubados en ausencia de arginina, 


Estos resultados fueron ampliados por Gallagher y Gallo (1975), 
quienes describieron la producción de virus tipo 2 en cultivos de célu- 
las mieloblästicas de un paciente conleucemia mieloide aguda. En ese 
estudio, se presentaron pruebas convincentes de microscopia electró- 
nica que mostraban a las partículas virales durante su proceso de sali- 
da delas células productoras. Asimismo, el virus producido demostró 
tener actividad de transcriptasa revorsa y todas las propiedades tif 
cas de las partículas 0, exhibiendo un comportamiento inmunológico 
más semejante al de los virus de los primates no humanos que al de 
los virus tipo С de roedores u otros mamiferos. Esta interesante vin- 
culaciónde procesos malignos humanos con enfermedades similares en 
primates no humanos ha sido ampliamente confirmada en diversos ев- 
tudios. 


En particular, Sherr y Todaro (1975) pudieron establecer que pa- 
cientes humanos con leucomia aguda poseen en los leucocitos de san- 
gre periférica componentes antigénicos similares a los de la ргоќеї- 
na estructural principal presente en dos virus tipo С de primates по 
humanos. 
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Todos estos resultados hacen suponer que de la misma manera со- 
mo ocurre en otros sistemas experimentales, el proceso de leucemia 
u otros tipos de cáncer en humanos puede estar realmente vinculado a 
factores que controlan la expresión endógena de particulas С. Sin em- 
bargo, son necesarios hallazgos adicionales que confirmen y amplYen 
la asociación de las particulas С con procesos malignos en humanos, 
así como la demostración de que tales virus son capaces de transfor- 
mar células humanas y no ser elimprobable resultado de un mero pro- 
ceso de activación inducido por otros virus con potencial oncogénico. 


VIRUS DEL TIPO HERPES COMO INDUCTORES DE CÁNCER 


Si bien virus del tipo polioma y SV-40, cuyo material genético es el 
ADN, han sido ampliamente estudiados como mediadores de la oncog&- 
nesis en animales de laboratorio, en esta breve discusión no nos ocu- 
paremos de tales sistemas de transformación maligna sino que daremos 
algunos ejemplos de virus oncogénicos ADN quehan sido vinculados con 
procesos malignos en seres humanos, tales como los Herpesvirus. 


En contraste con el 5У-40 y el polioma, cuyo ADN tiene un peso 
molecular de 3 x 10° daltones, los virus oncogénicos del tipo Herpes 
son mucho más complejos desde el punto de vista genético, lo que se 
refleja en un ADN de peso molecular del orden de 100 X 10° daltones. 


El virus Herpes simplex tipo 2 aparece asociado a procesos de 
carcinoma cervical. Frenkel, Roizman, Cassai y Nahmias (1972) han 
informado sobre la transcripción de material genético de este virus 
en carcinoma cervical humano, lo cual es compatible con la de- 
tección de este mismo virus en células cervicales malignas propa- 
gadas en cultivo de tejidos (Aurelian, Strandberg, Meléndez y Johnson, 
1971). Todos estos datos, as? como la prevalencia de anticuerpos 
contra el virus Herpes simplex genital (tipo 2) en casos de carcino- 
ma cervical (Aurelian, Royston y Davis, 1970) concuerdan en el cri- 
terio de que es muy probable que la infección o presencia del virus 
Herpes simplex 2 esté relacionada con los procesos de carcinoma cer- 
vical en los seres humanos. 


Otro caso concreto en que virus dela familia Herpetoviridae араге- 
cen vinculados a enfermedades malignas en seres humanos es el del 
rus Epstein-Barr, el cual tiene la capacidad de convertir linfocitos del 
tipo В, que por lo general son latentes (Co) y tienen vida limitada, a un 
estado en donde el virus propicia la proliferación ilimitada, estimulan- 
do la síntesis del ADN y dando lugar al establecimiento de Нпеав celu- 
lares linfoblastoides (Gerber y Hoyer, 1971; Leibold, Flanagan, 
Menezes y Klein, 1975). También se han encontradoindicios de la pre- 
sencia del virus Epstein-Barr en biopsias de pacientes afectados por el 
linfoma de Burkitt y el carcinoma rinofaringeo (Nonoyama, Huang, 
Pagano, Klein y Singh, 1973). 


Los resultados de los estudios arriba presentados con relación a los 
Herpesvirus, y en particular al virus Epstein-Barr, muestran a las 
claras que tal tipo de virus tiene potencial: a) mitogénico, como esti- 
mulador de linfocitos latentes; b) agente oncogénico, como inmortaliza- 


dor de células linfoides; y e) como inductor aparente de tumores en se- 
res humanos (linfoma de Burkett y carcinoma faringeo). Sin em- 
bargo, hallazgos recientes de Kufe, Magrath, Ziegler y Spiegelman 
(1973) demuestran que la vinculación del virus Epstein-Barr con pro- 
cesos de células malignas puede estar también vinculado con la expre- 
sión de partículas C. Kufe y colaboradores (1973) han observado que 
células malignas del linfoma de Burkitt, en el cual se detectó previa- 
mente la presencia del genoma de virus Epstein-Barr, muestran tam- 
bién una transcriptasa reversa y un ARN de alto peso molecular similar 
al detectado en partículas del tipo С. 


Estos hallazgos corroboranla enorme complejidad de los mecani 
mos implícitos en el desarrollo de procesos malignos en los seres hu~ 
manos, sugiriendo que es muy probable que el virus Herpes, cuyo ma- 
terial genético es el ADN, y el Epstein-Barr puedan actuar con virus 
tumorales ARN del tipo 0, bien sea promoviendo su inducción o actuan- 
do concertadamente en el proceso que lleva eventualmente a la trans- 
formación maligna. 


Un hallazgo de gran importancia que apoya el criterio de acción 
concertada de virus exógenos en promoverla activación de virus tumo- 
rales latentes ha sido descrito hace poco por Hampar y colaboradores 
(1976). Estos autores observan que la infección de células de ratón 
con virus Herpes simplex tipos 1 y 2 lleva a la activación de virus tu- 
morales endógenos tipo С. 


Estos experimentos implican que en una serie de situaciones es 
probable que diversos agentes que alteran la regulación celular, tales 
como la radiación, la infección viral o carcinógenos, puedan llevar a 
la expresión de parámetros de malignidad, los cuales parecen coinci- 
den bien con la activación de virus tipo 2 endógenos о con la detección 
adicional de señales antigénicas relacionadas con tales virus (Prevost, 
1976 a, b). 
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